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Résumé	  	  	   Une	  tumeur	  est	  une	  structure	  complexe	  dans	  laquelle	  de	  nombreux	  acteurs	  cellulaires	  et	  moléculaires	   sont	   impliqués	   et	   forment	   le	   «	  microenvironnement	   tumoral	  ».	   Les	   cellules	  immunitaires	  sont	  fortement	  présentes	  au	  sein	  des	  tumeurs	  et	  participent	  au	  développement	  tumoral.	  La	  communication	  entre	   les	  cellules	  tumorales	  et	   les	  cellules	  voisines	  peut	  se	   faire	  par	   des	   contacts	   directs	   ou	   par	   des	   contacts	   indirects	   via	   des	   facteurs	   solubles	   ou	   des	  vésicules	  membranaires.	  Les	  exosomes	  sont	  des	  vésicules	  extracellulaires	   formées	  dans	  des	  compartiments	   intracellulaires	  de	   la	  voie	  d’endocytose.	  Les	  fonctions	  des	  exosomes	  purifiés	  ont	  été	  étudiées	  par	  de	  nombreux	  groupes,	  confirmant	   leur	  potentiel	  à	  être	  des	  médiateurs	  de	   la	   communication	   entre	   cellules,	   mais	   le	   rôle	   des	   exosomes	   sécrétés	   in	   vivo	   n’est	   pas	  connu.	  Le	  but	  de	  ces	  travaux	  de	  thèse	  était	  d’étudier	  les	  fonctions	  des	  exosomes	  produits	  in	  
vivo	  par	  les	  tumeurs,	  dans	  la	  croissance	  tumorale	  et	  dans	  la	  réponse	  immunitaire	  tumorale.	  	   Dans	  un	  premier	  temps,	  nous	  avons	  inhibé	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  des	  tumeurs	  murines	  en	  interférant	  avec	   l’expression	  de	  Rab27a,	  petite	  GTPase	  nécessaire	  à	   la	  sécrétion	  des	  exosomes	  dans	  le	  modèle	  humain	  HeLa.	  L’analyse	  des	  vésicules	  produites	  nous	  a	  permis	  de	  montrer	  l’existence	  de	  plusieurs	  populations	  de	  vésicules	  dans	  les	  culots	  d’exosomes,	  dont	  la	   sécrétion	  dépend	  ou	  non	  de	  Rab27a.	  Dans	  un	   second	   temps,	   nous	   avons	  montré	  que	   les	  carcinomes	  mammaires	   4T1	   n’exprimant	   pas	   Rab27a	   ont	   une	   progression	   ralentie	   in	   vivo.	  L’expression	   de	   Rab27a	   est	   nécessaire	   à	   un	   fort	   recrutement	   de	   neutrophiles	   dans	   ces	  tumeurs.	   Les	   exosomes,	   conjointement	   avec	   les	   cytokines	   produites	   par	   les	   cellules	   4T1,	  induisent	  in	  vitro	  une	  accumulation	  de	  neutrophiles	  à	  partir	  de	  cellules	  de	  la	  moelle	  osseuse.	  Notre	   hypothèse	   est	   que	   les	   cytokines	   permettraient	   d’une	   part	   la	  mobilisation	   de	   cellules	  myéloïdes	  ou	  neutrophiles	  de	  la	  moelle	  osseuse	  et	  que	  les	  exosomes	  induiraient	  d’autre	  part	  la	   survie	   et/ou	   la	   différenciation	   et/ou	   l’activation	   de	   neutrophiles	   ayant	   une	   activité	   pro-­‐tumorale.	   Rab27a	   n’est	   en	   revanche	   pas	   impliqué	   dans	   le	   développement	   du	   carcinome	  mammaire	   TS/A.	   Ces	   tumeurs	   n’induisent	   pas	   le	   même	   type	   de	   réponse	   immunitaire,	   et	  possèdent	  probablement	  d’autres	  mécanismes	  pour	  permettre	  leur	  croissance.	  L’étude	  de	   l’expression	  de	  RAB27A	  dans	  des	  biopsies	  de	   cancer	  du	  sein	  montre	  que	  cette	   protéine	   est	   surexprimée	   dans	   les	   tumeurs	   par	   rapport	   au	   tissus	   sain,	   et	   cette	  surexpression	  est	  encore	  plus	  importante	  dans	  les	  tumeurs	  de	  grade	  élevé.	  Ceci	  soutiendrait	  l’hypothèse	   d’un	   rôle	   de	   RAB27A	   dans	   le	   développement	   des	   cancers	   du	   sein	   humains.	  RAB27A	  pourrait	  alors	  être	  envisagée	  comme	  un	  nouveau	  marqueur	  de	  diagnostic	  et/ou	  une	  nouvelle	  cible	  thérapeutique.	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ABBREVIATIONS	  AAT	  :	  antigène	  associé	  aux	  tumeurs	  CFSE	  :	  carboxyfluorescein	  succinimidyl	  ester	  CMH	  I	  ou	  II	  :	  complexe	  majeur	  d’histocompatibilité	  de	  classe	  I	  ou	  II	  CSF	  :	  colony-­‐stimulating	  factor	  CTLA-­‐4	  :	  cytotoxic	  T-­‐lymphocyte-­‐associated	  antigen	  4	  DC	  :	  dendritic	  cell	  DMBA	  :	  7,12-­‐dimethylbenzanthracène	  EGF	  :	  epithelial	  growth	  factor	  FoxP3	  :	  forkhead	  box	  P3	  G-­‐CSF	  :	  granulocyte	  colony-­‐stimulating	  factor	  GAP	  :	  GTPase-­‐activating	  protein	  GDF	  :	  GDI	  displacement	  factor	  GDI	  :	  GDP	  dissociation	  inhibitor	  GEF	  :	  Guanine	  exchange	  factor	  GGT	  :	  Geranylgeranyl	  transferase	  GM-­‐CSF	  :	  granulocyte	  macrophage	  colony-­‐stimulating	  factor	  Gr1	  :	  récepteur	  de	  granulocyte	  1	  ILV	  :	  intraluminal	  vesicle	  LFA-­‐1	  :	  leucocyte	  function	  associated	  antigen-­‐1	  LPS	  :	  lipopolysaccharides	  LT	  :	  lymphocyte	  T	  MAGE	  :	  melanoma-­‐associated	  antigen	  MAPK	  :	  mitogen-­‐activated	  protein	  kinase	  MDSC	  :	  myeloid-­‐derived	  suppressor	  cell	  MPO	  :	  myelopéroxydase	  MVB	  :	  multivesicular	  body	  NE	  :	  neutrophil	  elastase	  NK	  :	  natural	  killer	  cell	  NKT	  :	  natural	  killer	  T	  cell	  NO	  :	  nitric	  oxide	  pDC	  :	  plasmacytoid	  dendritic	  cell	  PS	  :	  phosphatidylsérine	  REP	  :	  Rab	  escort	  protein	  ROS	  :	  reactive	  oxygen	  species	  SCF	  :	  stem	  cell	  factor	  SNARE	  :	  soluble	  NSF	  attachment	  protein	  SOD	  :	  superoxide	  dismutase	  STAT3	  :	  signal	  transducer	  and	  activator	  of	  transciption	  3	  TIM-­‐1	  :	  T	  cell	  immunoglobulin	  domain	  and	  mucin	  domain	  protein	  1	  TIMP-­‐1	  /	  TIMP	  -­‐2	  :	  tissue	  inhibitor	  of	  metalloprotease	  1	  /	  2	  TLR	  :	  toll-­‐like	  receptor	  TNF	  :	  tumor	  necrosis	  factor	  TRAIL	  :	  TNF-­‐related	  aoptosis-­‐inducing	  ligand	  Treg	  :	  lymphocytes	  T	  régulateurs	  VEGF	  :	  vascular	  endothelial	  growth	  factor	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I.	  INTRODUCTION	  	  Au	  cours	  de	  cette	  thèse,	  nous	  avons	  étudié	  le	  rôle	  des	  exosomes	  sécrétés	  par	  les	  tumeurs	  
in	   vivo	   dans	   le	   développement	   tumoral,	   et	   plus	   particulièrement	   dans	   la	   réponse	  immunitaire	  tumorale.	  	  Je	  me	  suis	  donc	  intéressée	  tout	  au	  long	  ce	  travail	  de	  thèse	  aux	  stratégies	  mises	  en	  places	  par	   les	   tumeurs	  pour	  permettre	   leur	  développement.	   Je	   vais	   ainsi	   présenter	  dans	  une	  première	   partie	   de	   l’introduction	   comment	   se	   développent	   les	   tumeurs	   et	   quelles	  capacités	   elles	   acquièrent	   afin	   de	   permettre	   leur	   croissance.	   Je	   discuterai	   aussi	   dans	  cette	  même	  partie	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  qui	  se	  met	  en	  place	  au	  sein	  de	  la	  tumeur,	  étant	  donné	  que	  je	  l’ai	  plus	  particulièrement	  étudiée	  au	  cours	  de	  mon	  projet.	  	  De	  nombreux	  acteurs	  moléculaires	  et	  cellulaires	  participent	  à	  la	  croissance	  tumorale	  et	  à	  la	  modulation	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  au	  sein	  des	  tumeurs.	  	  La	  principale	  question	  de	  ce	   projet	   était	   de	   savoir	   si	   les	   exosomes	   produits	   par	   les	   tumeurs	   in	   vivo	   étaient	   eux	  aussi	   impliqués	   dans	   ces	   phénomènes.	   Dans	   une	   seconde	   partie	   de	   l’introduction,	   je	  présenterai	  ce	  que	  sont	  les	  exosomes,	  quelles	  sont	  leurs	  caractéristiques	  et	  quelles	  sont	  les	   fonctions	   qui	   ont	   déjà	   été	   attribuées	   aux	   exosomes	   sécrétés	   par	   les	   tumeurs	  notamment	  vis	  à	  vis	  de	  la	  réponse	  immunitaire.	  	  Afin	  de	   répondre	  à	   la	  question	   sur	   les	   rôles	   joués	  par	   les	   exosomes	   tumoraux	  dans	   le	  développement	  des	  tumeurs,	  nous	  avons	  choisi	  d’inhiber	  leur	  sécrétion	  dans	  des	  lignées	  tumorales	  murines	  et	  de	   suivre	   in	  vivo	   le	  développement	  de	   ces	   tumeurs	  ne	   sécrétant	  pas	   (ou	   peu)	   d’exosomes.	   L’inhibition	   de	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   cellules	  tumorales	   a	   été	   réalisée	   en	   abolissant	   l’expression	   de	   la	   petite	   GTPase	   Rab27a.	   Ainsi,	  dans	   la	   troisième	   et	   dernière	   partie	   de	   cette	   introduction,	   nous	   présenterons	  rapidement	   la	   famille	   des	  protéines	  Rab	   et	   leur	   rôle	   dans	   le	   trafic	   des	   compartiments	  intracellulaires.	  Nous	  discuterons	  ensuite	  plus	  en	  détails	  de	  la	  sous-­‐famille	  des	  protéines	  Rab27	  qui	  sont	  impliquées	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes.	  	  
A-­‐	  DEVELOPPEMENT	  TUMORAL	  ET	  REPONSES	  IMMUNITAIRES	  	  Dans	  cette	  première	  partie,	  nous	  allons	  brièvement	  décrire	  comment	  se	  développe	  une	  tumeur,	   depuis	   les	  mutations	   génétiques	   au	   niveau	   d’une	   cellule,	   jusqu’à	   la	   formation	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d’un	   ensemble	   complexe	   faisant	   intervenir	   de	   nombreux	   types	   cellulaires	   et	   facteurs	  moléculaires.	  Nous	  décrirons	  ensuite	  les	  capacités	  que	  les	  tumeurs	  acquièrent	  au	  cours	  de	   leur	  développement	   et	   qui	   leur	  permettent	  de	   croître	  de	   façon	  non	   contrôlée	  dans	  l’organisme.	  Enfin,	  nous	  discuterons	  plus	  en	  détails	  des	  interactions	  entre	  les	  cellules	  du	  système	  immunitaire	  et	  la	  tumeur.	  	  	  
1/	  La	  tumeur	  et	  le	  microenvironnement	  tumoral	  Le	  cancer	  est	  une	  maladie	  qui	  constitue	  un	  problème	  de	  santé	  publique	  avec	  une	  incidence	  en	  constante	  augmentation.	  Les	  possibles	  causes	  sont	  multiples	  et	  il	  existe	  une	  grande	  variété	  de	  cancers	  pouvant	  se	  développer	  au	  sein	  d’un	  même	  organe,	  et	  pouvant	  toucher	   les	   différents	   organes	   d’un	   même	   organisme.	   Les	   cellules	   cancéreuses	   se	  caractérisent	   par	   leur	   potentiel	   à	   croître	   de	   façon	   illimitée	   en	   résistant	   à	   la	   mort	  cellulaire,	  à	  envahir	  le	  tissu	  dans	  lequel	  elles	  se	  trouvent,	  mais	  aussi	  les	  tissus	  distants,	  ce	  qui	  aboutira	  finalement	  au	  décès	  de	  l’hôte.	  	  Les	   premières	   études	   sur	   la	   biologie	   des	   tumeurs	   visant	   à	   comprendre	   le	  développement	   tumoral	   ont	   d’abord	  mis	   en	   évidence	   une	   cause	   génétique	   au	   cancer,	  avec	   la	   découverte	   des	   proto-­‐oncogènes	   (Roussel	   et	   al.,	   1979;	   Spector	   et	   al.,	   1978;	  Stehelin	  et	  al.,	  1976).	  Deux	  principales	  catégories	  de	  gènes	  dont	  l’expression	  est	  altérée	  dans	   les	   tumeurs	   ont	   ainsi	   été	   décrites	  :	   les	   proto-­‐oncogènes	   (qui	   favorisent	   la	  prolifération)	  et	  les	  gènes	  suppresseurs	  de	  tumeurs	  (gènes	  impliqués	  dans	  le	  blocage	  du	  cycle	  cellulaire	  et	  dans	   l’induction	  de	   l’apoptose).	  Les	  oncogènes	  sont	   touchés	  par	  une	  mutation	   «	  gain	   de	   fonction	  »,	   alors	   que	   des	   mutations	   «	  perte	   de	   fonction	  »	   sont	  présentes	  au	  niveau	  des	  gènes	  suppresseurs	  de	  tumeur.	  Les	  mutations	  sont	  maintenues	  dans	  le	  génome	  des	  cellules	  filles	  issues	  de	  la	  réplication	  de	  la	  cellule	  mutée.	  L’existence	  de	  ces	  modifications	  génétiques	  a	  été	  démontrée	  dans	  les	  tumeurs	  humaines	  et	  murines,	  et	   les	   études	   chez	   la	   souris	   confirment	   la	   capacité	   de	   ces	   mutations	   à	   induire	   le	  développement	   d’un	   cancer.	   Au	   cours	   des	   35	   années	   de	   recherche	   qui	   ont	   suivi	   la	  découverte	  des	  proto-­‐oncogènes,	   il	   a	  été	  montré	  que	   l’expression	  de	  nombreux	  autres	  gènes	  peut	  être	  altérée	  dans	  les	  cellules	  cancéreuses,	  dotant	  ces	  dernières	  d’une	  variété	  de	  nouvelles	  propriétés.	  Au	  sein	  de	  la	  tumeur,	  chaque	  mutation	  génétique	  apportant	  une	  fonction	  nécessaire	  à	  la	  croissance	  et	  au	  contournement	  des	  barrages	  existant	  au	  sein	  de	  l’organisme	   dans	   le	   but	   d’empêcher	   ce	   type	   de	   développement	   anarchique	   sera	  
Figure 1.1 : La composante cellulaire du microenvironnement tumoral.  
Au sein de la tumeur sont présents des vaisseaux sanguins composés de cellules 
endothéliales et de péricytes, des vaisseaux lymphatiques, des fibroblastes, diverses 
cellules issues de la moelle osseuse (BMDCs = Bone marrow-derived cells) dont des 
lymphocytes, neutrophiles, macrophages, mastocytes, monocytes (TEMs = Tie2-expressing 
monocytes), cellules myéloïdes suppressives (MDSCs = myeloid-derived suppressor cells), 
cellules souches mésenchymateuses (MSCs = mesenchymal stem cells). 
Joyce, J.A. and Pollard, J.W. Nature Reviews, 2009 
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conservée	  et	  transmise	  au	  cours	  des	  cycles	  réplicatifs.	  Les	  cellules	  tumorales	  accumulent	  ainsi	   les	  mutations	  dans	   leur	  génome	  afin	  de	  continuer	  à	  proliférer	  et	  à	   survivre	  dans	  l’organisme.	  Ainsi,	   pendant	   de	   nombreuses	   années,	   le	   cancer	   était	   considéré	   comme	   une	  maladie	   due	   uniquement	   à	   la	   présence	   de	   ces	   mutations	   génétiques	   et	   à	   leurs	  conséquences.	  Mais	  après	  une	  trentaine	  d’années	  de	  recherche,	  nous	  savons	  désormais	  que	   la	   tumeur	   est	   un	   environnement	   complexe,	   et	   que	   les	   différents	   composants	   du	  microenvironnement	   tumoral,	   autre	   que	   les	   cellules	   cancéreuses,	   participent	   aussi	  activement	   à	   son	   développement	   (Hanahan	   and	  Weinberg,	   2011;	   Tlsty	   and	   Coussens,	  2006)	  (figure	  1.1).	  Si	  dans	  un	  premier	  temps	  la	  formation	  de	  la	  tumeur	  est	  initiée	  par	  des	   mutations	   génétiques	   qui	   aboutissent	   au	   dérèglement	   de	   plusieurs	   voies	   de	  signalisation,	  dans	  un	  second	  temps,	  les	  acteurs	  moléculaires	  et	  cellulaires	  déjà	  présents	  sur	  le	  site	  ou	  recrutés	  par	  la	  suite	  prennent	  aussi	  part	  au	  processus	  de	  tumorigenèse.	  On	  distingue	  :	  (1)	  les	  acteurs	  cellulaires	  que	  sont	  les	  fibroblastes,	  les	  cellules	  endothéliales,	  les	  péricytes,	  les	  cellules	  de	  l’immunité	  innée	  et	  adaptative	  et	  les	  cellules	  myéloïdes	  non	  différenciées	  en	  provenance	  de	   la	  moelle	  osseuse,	   (2)	   les	  acteurs	  moléculaires	  dont	   la	  matrice	   extracellulaire	   et	   l’ensemble	   des	   protéines	   solubles	   (enzymes,	   cytokines,	  chimiokines,	  facteurs	  de	  croissance).	  Les	  cellules	  qui	  composent	  le	  microenvironnement	  tumoral	   sont	   influencées	  par	   les	   interactions	   (directes	  ou	   à	  distance)	   avec	   les	   cellules	  cancéreuses	  :	   leurs	   fonctions	   sont	   ainsi	  modifiées	   et	   leurs	   effets	   vis	   à	   vis	   des	   cellules	  tumorales	   aussi.	   Le	   plus	   souvent	   ce	   détournement	   d’activité	   se	   fera	   en	   faveur	   de	   la	  progression	  tumorale.	  	  Les	  tumeurs	  présentent	  des	  capacités	  bien	  particulières,	  acquises	  par	  les	  cellules	  tumorales	   ou	   par	   les	   cellules	   du	  microenvironnement,	   nécessaires	   à	   la	   survie	   et	   à	   la	  croissance	  progressive	  de	  cette	  structure.	  Nous	  allons	  décrire	  ces	  capacités,	  importantes	  pour	   la	  compréhension	  du	  déroulement	  du	  développement	   tumoral	  sur	   lequel	  portent	  mes	  travaux	  de	  recherche.	  	  
2/	  Les	  capacités	  acquises	  par	  les	  tumeurs	  En	   2000,	   Douglas	   Hanahan	   et	   Robert	   A.	   Weinberg	   (Hanahan	   and	   Weinberg,	  2000)	  décrivent	   six	   capacités	   acquises	  par	   la	   grande	  majorité	   des	   cancers	  humains	   et	  	  indispensables	  à	  leur	  développement	  (figure1.2	  A)	  :	  (1)	  potentiel	  réplicatif	  illimité,	  (2)	  
Figure 1.2 : Les différentes capacités acquises par les tumeurs, et les deux 
caractéristiques favorisant le développement de ces capacités. 
A. Les six caractéristiques classiques acquises par les cellules tumorales décrites dès 
2000. B. Les capacités dites émergentes et les propriétés participant à l’acquisition des 
différentes capacités tumorales. 
Hanahan, D. and Weinberg, R.A., Cell, 2012 
A.	  
B.	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échappement	   à	   la	   mort	   cellulaire	   programmée,	   (3)	   insensibilité	   à	   l’inhibition	   de	  croissance,	   (4)	   autosuffisance	   envers	   les	   signaux	   de	   prolifération,	   (5)	   induction	   de	  l’angiogenèse,	   (6)	   invasion	   tissulaire	   et	   dissémination	   métastatique.	   Au	   cours	   des	  années	   qui	   ont	   suivi,	   les	   mêmes	   auteurs	   ont	   affiné	   leur	   modèle	   en	   ajoutant	   d’autres	  caractéristiques,	  elles	  aussi	  observées	  dans	  de	  nombreux	  cancers	  et	  essentielles	  à	   leur	  progression,	   qu’ils	   ont	   nommées	   «	  caractéristiques	   émergentes	  »	   (figure	   1.2	   B,	  
encadré):	  (1)	  modifications	  du	  métabolisme	  énergétique,	  (2)	  échappement	  au	  système	  immunitaire	   (Hanahan	  and	  Weinberg,	  2011).	  Nous	   reviendrons	  par	   la	   suite	  et	  plus	  en	  détail	   sur	   l’échappement	   au	   système	   immunitaire,	   la	   réponse	   immunitaire	   tumorale	  étant	   un	   élément	   crucial	   pour	   mon	   projet	   de	   thèse.	   Mais	   tout	   d’abord,	   nous	   allons	  présenter	   les	   six	   principales	   capacités	   des	   tumeurs,	   afin	   de	   rappeler	   les	   principaux	  phénomènes	  cellulaires	  et	  moléculaires	  essentiels	  à	  la	  croissance	  tumorale.	  	  
a)	  Potentiel	  réplicatif	  illimité	  	   Toutes	   les	  cellules	  somatiques	  ont	  une	  capacité	  de	  réplication	   limitée	  (Hayflick,	  1997),	   et	   ce	  de	   façon	   intrinsèque,	   indépendamment	  de	   la	  présence	  ou	  non	  de	   signaux	  mitogènes	   dans	   le	  milieu	   ou	   de	   l’état	   de	   différenciation	   de	   la	   cellule.	   Ceci	   est	   dû	   à	   la	  réplication	  incomplète	  des	  télomères	  aux	  extrémités	  de	  chaque	  chromosome	  par	  l’ADN-­‐polymérase	  :	  50	  à	  100	  paires	  de	  bases	  d’ADN	  télomérique	  sont	  perdues	  à	  chaque	  cycle	  de	  division.	  Les	  télomères	  maintiennent	  l’intégrité	  chromosomique	  en	  les	  empêchant	  de	  fusionner	  entre	  eux	  par	   leurs	  extrémités.	  Leur	   rétrécissement	  à	   chaque	  cycle	  entraîne	  des	  aberrations	  chromosomiques	  qui	  conduisent	  à	   la	  mort	  de	   la	  cellule.	  Les	   télomères	  jouent	  donc	  un	  rôle	  clé	  dans	  le	  potentiel	  réplicatif	  de	  chaque	  cellule	  et	  dans	  l’intégrité	  de	  l’information	  génétique	  transmise	  aux	  cellules	  des	  générations	  suivantes.	  Cependant,	   il	  existe	   dans	   les	   cellules	   souches	   un	   mécanisme	   capable	   de	   maintenir	   la	   taille	   des	  télomères,	  conférant	  ainsi	  une	  capacité	  réplicative	  illimitée	  à	  ces	  cellules.	  La	  télomérase	  est	  l’enzyme	  essentielle	  de	  ce	  processus	  :	  elle	  ajoute	  des	  séquences	  d’acides	  nucléiques	  au	  niveau	  des	  télomères	  au	  moment	  de	  la	  réplication,	  et	  évite	  ainsi	  le	  raccourcissement.	  Cette	  enzyme	  est	  exprimée	  dans	  les	  cellules	  souches	  mais	  ne	  l’est	  pas	  dans	  les	  cellules	  somatiques.	  Pourtant,	  elle	  est	  exprimée	  dans	  environ	  90%	  des	  cellules	  tumorales	  (Shay	  and	  Bacchetti,	  1997),	  leur	  conférant	  un	  pouvoir	  de	  réplication	  illimité.	  Ces	  cellules	  sont	  pour	  cette	  raison	  qualifiées	  de	  cellules	  «	  immortelles	  ».	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b)	  Résistance	  à	  la	  mort	  cellulaire	  programmée	  	   La	  mort	   cellulaire	   programmée	   est	   l’induction	  par	   la	   cellule	   de	   sa	   propre	  mort	  lorsque	   les	   conditions	   extracellulaires	   ou	   intracellulaires	   ne	   sont	   plus	   favorables	   à	   la	  survie	  de	  la	  cellule.	  Des	  «	  senseurs	  »	  perçoivent	  les	  signaux	  de	  mort	  ou	  de	  survie,	  et	  en	  fonction	   de	   la	   proportion	   de	   chacun	   d’eux,	   ils	   vont	   induire	   ou	   non	   l’activation	  d’	  «	  effecteurs	  »	  qui	  déclencheront	  le	  processus	  de	  	  mort	  cellulaire	  par	  apoptose.	  Il	  existe	  une	   voie	   extrinsèque	   et	   une	   voie	   intrinsèque	   d’induction	   de	   l’apoptose.	   Les	   voies	  extrinsèques	  les	  plus	  fréquentes	  sont	  les	  voies	  Fas/Fas-­‐L	  et	  TNF-­‐RI/TNFα.	  L’activation	  d’un	   de	   ces	   récepteurs	   de	  mort	   induira	   l’activation	   de	   caspases	   initiatrices	   qui	   à	   leur	  tour	   activeront	   des	   caspases	   effectrices.	   Les	   caspases	   (cystéine	   aspartate	   protéases)	  sont	  des	  protéases	  à	  cystéines	  qui	  clivent	  des	  protéines	  au	  niveau	  de	  séquences	  cibles	  contenant	   un	   aspartate.	   Lorsqu’elles	   sont	   activées,	   elles	   induisent	   une	   cascade	  protéolytique	  dans	  le	  cytoplasme	  qui	  conduit	  à	  l’activation	  d’enzymes	  effectrices	  dont	  le	  rôle	  est	  de	  dégrader	  les	  constituants	  cellulaires.	  Il	  y	  a	  finalement	  dissolution	  de	  la	  cellule	  sous	  forme	  de	  corps	  apoptotiques	  qui	  seront	  phagocytés	  par	  les	  cellules	  environnantes	  et	  par	  des	  cellules	  immunitaires	  spécialisées.	   	  La	  voie	  intrinsèque	  peut	  être	  induite	  par	  la	  détection	  de	  dommages	  au	  niveau	  de	  l’ADN	  (la	  protéine	  p53	  un	  joue	  alors	  un	  rôle	  clé,	  et	   pour	   cette	   raison,	   le	   gène	   p53	   est	   un	   gène	   suppresseur	   de	   tumeur)	   ou	   par	  l’hyperactivation	  d’un	  oncogène.	  Cette	  voie	  va	  directement	  induire	  la	  perte	  de	  la	  polarité	  mitochondriale	   et	   la	   libération	   du	   cytochrome	   c	   qui	   va	   participer	   à	   la	   formation	   de	  l’apoptosome.	   L’apoptosome	   est	   un	   complexe	   protéique	   qui	   induit	   l’activation	   des	  caspases	   puis	   de	   la	   cascade	   protéolytique	   décrite	   précédemment.	   Les	   protéines	  contrôlant	  la	  libération	  du	  cytochrome	  c	  sont	  les	  protéines	  de	  la	  famille	  Bcl-­‐2	  composée	  de	  membres	  pro-­‐apoptotiques	  (Bax	  et	  Bak)	  et	  de	  membres	  anti-­‐apoptotiques	  (Bcl-­‐2,	  Bcl-­‐xL,	  Bcl-­‐w,	  Mcl-­‐1	  et	  A1).	  Dans	  une	  cellule	  saine,	  il	  y	  	  a	  un	  équilibre	  entre	  les	  membres	  pro	  et	   anti-­‐apoptotiques.	   Quand	   les	   signaux	   pro-­‐apoptotiques	   sont	   plus	   nombreux,	   les	  protéines	  Bax	  et	  Bak	  se	  trouvent	  en	  surnombre	  et	  forment	  des	  pores	  dans	  la	  membrane	  mitochondriale	  externe	  par	  où	  s’échappe	  le	  cytochrome	  c.	  	  	  	   C’est	  en	  1972	  qu’il	  a	  été	  proposé	  pour	  la	  première	  fois	  que	  l’apoptose	  serait	  une	  barrière	  au	  développement	  des	  cancers	  (Kerr	  et	  al.,	  1972).	  Les	  tumeurs	  présentent	  des	  niveaux	   élevés	   de	   signalisation	   via	   des	   protéines	   oncogènes,	  mais	   aussi	   de	   nombreux	  dommages	   au	   niveau	   de	   l’ADN	   dus	   à	   l’intense	   prolifération	   et	   à	   l’environnement	  inflammatoire.	   Elles	  présentent	  donc	  des	   signaux	  qui	  devraient	   induire	   leur	   apoptose.	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Mais	   les	  cellules	  cancéreuses	  ont	  acquis	  de	  nombreux	  mécanismes	   leur	  permettant	  de	  résister	  à	  cette	  mort	  programmée	  dont	  quelques	  uns	  sont	  cités	  ci-­‐après	  :	  (1)	  Une	  perte	  d’expression	  de	  p53	  est	  retrouvée	  dans	  près	  de	  50%	  des	  tumeurs,	  et	  permet	  aux	  cellules	  d’être	   insensibles	   envers	   les	   signaux	   pro-­‐apoptotiques	   intrinsèques.	   (2)	   On	   constate	  dans	  diverses	  cellules	  cancéreuses	  une	  augmentation	  de	  l’expression	  des	  protéines	  Bcl-­‐2	  anti-­‐apoptotiques	   et/ou	   une	   diminution	   de	   celles	   jouant	   un	   rôle	   pro-­‐apoptotique.	   (3)	  Dans	  certains	  cancers,	  les	  cellules	  surexpriment	  un	  récepteur	  Fas	  tronqué	  (absence	  de	  la	  partie	  cytosolique	  responsable	  de	  la	  signalisation	  intracellulaire)	  capable	  de	  capturer	  les	  molécules	  de	  Fas	  L	  mais	  ne	  pouvant	  pas	  déclencher	  de	  signalisation	  intracellulaire.	  	  
c)	  Insensibilité	  à	  l’inhibition	  de	  croissance	  	   Le	  nombre	  de	  cellules	  au	  sein	  d’un	  organe	  est	  contrôlé	  par	  un	  mécanisme	  appelé	  «	  inhibition	  de	  contact	  »,	  dû	  aux	   interactions	  établies	  entre	   les	  cellules	  et	  à	   la	  pression	  exercée	  par	  la	  masse	  cellulaire	  composant	  l’organe.	  Les	  signaux	  envoyés	  par	  les	  cellules	  environnantes	   activent	   des	   voies	   de	   signalisation	   qui	   ont	   pour	   finalité	   d’inhiber	   la	  prolifération	  cellulaire.	  Pour	  cette	  raison,	  les	  gènes	  codant	  les	  protéines	  impliquées	  dans	  ces	  voies	  sont	  des	  gènes	  «	  suppresseurs	  de	  tumeurs	  ».	  Les	  plus	  connues	  sont	  la	  protéine	  RB	  (protéines	  associée	  aux	  rétinoblastomes)	  et	  la	  protéine	  p53.	  Toutes	  deux	  inhibent	  la	  prolifération	   cellulaire,	   et	   peuvent	   dans	   certaines	   conditions	   induire	   l’entrée	   en	  apoptose	  des	  cellules.	  Une	  cellule	  qui	  porte	  une	  mutation	  inactivant	  l’une	  ou	  l’autre	  de	  ces	  protéines	  (ou	  d’autres	  protéines	  impliquées	  dans	  les	  mêmes	  voies	  de	  signalisation)	  aura	  donc	  un	  avantage	  sélectif.	  Cette	  cellule	  pourra	  en	  effet	  proliférer	  malgré	  l’inhibition	  de	   contact,	   et	   comme	   nous	   le	   verrons	   dans	   le	   paragraphe	   suivant	   elles	   seront	   aussi	  insensibles	  à	  l’induction	  de	  l’apoptose.	  	  	  
d)	  Autosuffisance	  envers	  les	  signaux	  de	  prolifération	  Au	  sein	  d’un	  tissu,	  la	  majorité	  des	  cellules	  sont	  dans	  un	  état	  quiescent,	  c’est	  à	  dire	  en	  phase	  G0	  du	  cycle	  de	  division	  cellulaire	  et	  ne	  se	  divisent	  donc	  pas.	  Pour	  qu’une	  cellule	  puisse	  entrer	  de	  nouveau	  dans	  le	  cycle,	  il	  faut	  que	  les	  conditions	  internes	  et	  externes	  le	  lui	  permettent.	  Les	  signaux	  externes	  sont	  des	  facteurs	  de	  croissance	  qui	  sont	  sécrétées	  par	  les	  cellules	  environnantes.	  Ils	  	  transmettent	  un	  signal	  mitogène	  à	  la	  cellule	  en	  se	  liant	  à	   des	   récepteurs	   transmembranaires	   spécifiques	   exprimés	   à	   la	   surface	   des	   cellules	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cibles.	   Ces	   récepteurs	   sont	   en	   général	   des	   récepteurs	   à	   activité	   tyrosine	   kinase	   (RTK)	  qui,	  une	  fois	  activés,	  induisent	  une	  cascade	  de	  signalisation	  intracellulaire	  aboutissant	  à	  la	   transcription	   de	   gènes	   impliqués	   dans	   la	   croissance	   et	   la	   prolifération	   cellulaire.	  Parmi	  les	  voies	  de	  signalisation	  en	  aval	  de	  ces	  récepteurs	  se	  trouvent	  notamment	  la	  voie	  des	  MAPK	  (mitogen-­‐activated	  protein	  kinase),	   la	  voie	  de	  la	  PI3K	  (phosphatidylinositol-­‐3-­‐kinase),	  et	   la	  voie	  de	  la	  PLCγ	  (phospholipase	  C-­‐γ).	  Ainsi,	   la	  concentration	  en	  facteurs	  de	   croissance	  dans	   le	  milieu	  extracellulaire	  est	  un	  paramètre	   crucial	  de	   contrôle	  de	   la	  prolifération	   cellulaire,	   qui	   est	   régulé	   de	   façon	   très	   précise	   afin	   de	   maintenir	  l’homéostasie	   de	   chaque	   organe.	   Deux	   variables	   régulent	   la	   quantité	   de	   facteurs	   de	  croissance	   présents	   dans	   le	   milieu	   extracellulaire	   :	   le	   taux	   de	   sécrétion	   et	   la	  biodisponibilité	   (séquestration	   dans	   la	   matrice	   extracellulaire,	   nécessité	   d’une	  activation	  par	  diverses	  enzymes).	  	  	   Les	   cellules	   tumorales	   peuvent	   contourner	   leur	   dépendance	   vis-­‐à-­‐vis	   de	   ces	  signaux	  mitogènes	  de	  différentes	   façons	  (Witsch	  et	  al.,	  2010)	  :	   (1)	  Elles	  augmentent	   la	  sécrétion	   de	   leurs	   propres	   facteurs	   de	   croissance,	   soit	   en	   les	   produisant	   elles	  mêmes,	  soit	   en	   induisant	   leur	   production	  par	   les	   cellules	   environnantes.	   (2)	  Elles	   augmentent	  leur	   capacité	   de	   réponse,	   c’est	   à	   dire	   leur	   sensibilité,	   aux	   signaux	   de	   survie	  :	   de	  nombreuses	   tumeurs	   surexpriment	   des	   récepteurs	   des	   facteurs	   de	   croissance	   à	   leur	  surface.	  Ainsi,	  de	  plus	  faibles	  concentrations	  du	  facteur	  de	  croissance	  pourront	  induire	  la	   prolifération	   cellulaire.	   (3)	   Enfin,	   certaines	   cellules	   tumorales	   deviennent	  indépendantes	   vis-­‐à-­‐vis	   des	   signaux	   mitogènes	   en	   exprimant	   des	   protéines	   mutantes	  constitutivement	   activées	  participant	   aux	  voies	  de	   signalisation	   concernées.	   Les	   gènes	  codant	  ces	  protéines	  appartiennent	  à	  la	  catégorie	  des	  proto-­‐oncogènes.	  	  
e)	  Induction	  de	  l’angiogenèse	  	   Toutes	   les	   cellules	  de	   l’organisme	  doivent	   se	   trouver	  à	  proximité	  d’un	  vaisseau	  sanguin	  afin	  de	  pouvoir	  s’approvisionner	  en	  nutriments	  et	  oxygène,	  ainsi	  que	  décharger	  les	   déchets	   métaboliques.	   Ceci	   est	   mis	   en	   place	   au	   cours	   du	   développement	  embryonnaire	  pendant	  l’organogenèse.	  Par	  la	  suite,	  le	  réseau	  vasculaire	  reste	  stable	  est	  n’est	  modifié	  que	  dans	  quelques	  rares	  cas	  et	  toujours	  de	  façon	  transitoire	  :	  au	  cours	  de	  la	  cicatrisation	   d’une	   blessure	   et	   au	   cours	   des	   cycles	   de	   reproduction	   féminins.	   Les	  tumeurs	   solides,	   lorsqu’elles	   grossissent	   forment	   une	  masse	   au	   centre	   de	   laquelle	   les	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cellules	   sont	   trop	   éloignées	   des	   vaisseaux	   pour	   être	   approvisionnées	   en	   nutriments.	  Ainsi,	   le	   développement	   d’un	   réseau	   vasculaire	   intra-­‐tumoral	   est	   nécessaire	   à	   leur	  développement.	   Au	   cours	   de	   la	   progression	   tumorale,	   une	   phase	   dénommée	   «	  switch	  angiogénique	  »	   ou	   conversion	   angiogénique	   a	   été	   décrite	  :	   les	   cellules	   tumorales	  acquièrent	   la	  possibilité	  d’induire	   l’angiogenèse,	   c’est	   à	  dire	   la	   formation	  de	  nouveaux	  vaisseaux	  à	  partir	  du	  réseau	  vasculaire	  préexistant(Hanahan	  and	  Folkman,	  1996).	  Dans	  un	  tissu	  sain,	  la	  quiescence	  du	  réseau	  vasculaire	  est	  permise	  par	  une	  balance	  entre	  :	  (1)	  des	  signaux	  pro-­‐angiogéniques,	  dont	  les	  principaux	  sont	  les	  VEGF	  (vascular	  endothelial	  growth	  factor)	  A,	  B,	  C,	  D,	  E,	  et	  les	  FGF	  (acidic	  fibroblast	  growth	  factor)	  acide	  et	  basique	  (aFGF	   et	   bFGF).	   De	   nombreux	   autres	   facteurs	   pro-­‐angiogéniques	   existent	   comme	   les	  angiopoiétines,	   les	   éphrines,	   l’EGF	   (epithelial	   growth	   factor)	   ou	   encore	   le	   PDGF	  (platelet-­‐derived	   growth	   factor).	   (2)	   des	   signaux	   anti-­‐angiogéniques	   comme	   la	   TSP-­‐1	  (thrombospondin-­‐1),	   l’endostatine,	   l’angiostatine,	   la	   calréticuline	   et	   les	  interférons(Tonini	   et	   al.,	   2003).	   Afin	   d’induire	   leur	   réseau	   vasculaire,	   il	   a	   été	  montré	  dans	  de	  nombreux	  types	  de	  cancer	  que	  l’expression	  de	  VEGF	  et	  de	  FGF	  était	  augmentée	  dans	   les	   cellules	   tumorales,	   notamment	   en	   raison	   de	   l’hypoxie	   et	   par	   les	   voies	   de	  signalisation	  des	  oncogènes.	  Les	   stimuli	  environnementaux	   induisant	   la	  production	  de	  facteurs	  pro-­‐angiogéniques	  sont	  constamment	  maintenus	  au	  sein	  de	  la	  masse	  tumorale	  en	   constante	   augmentation.	   Mais	   les	   cellules	   tumorales	   elles-­‐mêmes	   ne	   sont	   par	   les	  seules	  à	  répondre	  à	  ces	  stimuli	  et	  à	  participer	  à	  la	  conversion	  angiogénique.	  En	  effet,	  des	  cellules	  issues	  de	  la	  moelle	  osseuse	  (neutrophiles,	  macrophages,	  précurseurs	  myéloïdes,	  mastocytes)	  et	  migrant	  au	  site	   tumoral	  participent	  activement	  à	   la	  néo-­‐vascularisation	  des	   tumeurs	  :	   certaines	   produisent	   du	   VEGF	   ou	   augmentent	   sa	   biodisponibilité	   par	   la	  sécrétion	  de	  la	  métalloprotéase	  MMP9	  (qui	  le	  libère	  de	  la	  matrice	  extracellulaire)	  (Qian	  and	  Pollard,	  2010),	  d’autres	  peuvent	  directement	  venir	   s’intercaler	  dans	   les	   vaisseaux	  sanguins	  renforçant	  ainsi	  leur	  structure.	  	  
f)	  Invasion	  tissulaire	  et	  dissémination	  métastatique	  	   Les	   cellules	   cancéreuses	   se	   définissent	   par	   leur	   capacité	   à	   envahir	   les	   tissus	  adjacents	   et	   à	   former	   des	   métastases	   qui	   iront	   coloniser	   des	   tissus	   distants.	   La	  dissémination	  métastatique	   débute	   par	   la	  migration	   des	   cellules	   dans	   le	   tissu,	   jusqu’à	  atteindre	  un	  vaisseau	  sanguin	  ou	  lymphatique.	  Les	  cellules	  gagnent	  ensuite	  la	  lumière	  de	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ce	   vaisseau	   (intravasation)	   et	   sont	   ainsi	   transportées	   via	   la	   circulation	   sanguine	   ou	  lymphatique	   dans	   tout	   l’organisme.	   Les	   cellules	   peuvent	   ensuite	   sortir	   du	   vaisseau	  (extravasation)	   et	   s’implanter	   dans	   un	   nouvel	   organe	   où	   elles	   formeront	   tout	   d’abord	  des	   micro-­‐métastases,	   des	   métastases	   puis	   des	   tumeurs	   macroscopiques.	   Dans	   ce	  nouveau	  territoire,	  les	  cellules	  tumorales	  trouveront	  plus	  d’espace	  et	  de	  nutriments.	  	  	  	   Les	   deux	   principaux	   mécanismes	   permettant	   l’acquisition	   de	   cette	   nouvelle	  aptitude	  par	  les	  cellules	  tumorales	  sont	  d’une	  part	  l’expression	  et	  la	  sécrétion	  d’enzymes	  de	  dégradation	  de	  la	  matrice	  extracellulaire	  et	  d’autre	  part	  un	  changement	  d’expression	  des	  molécules	   d’adhérence,	   avec	   perte	   de	   celles	   impliquées	   dans	   l’ancrage	   au	   sein	   du	  tissu	  et	  de	  la	  tumeur	  (Berx	  and	  van	  Roy,	  2009;	  Cavallaro	  and	  Christofori,	  2004)	  (ex	  :	  E-­‐cadhérine)	   et	   acquisition	   de	   celles	   impliquées	   dans	   les	   phénomènes	   de	   migration	  cellulaire	  (Cavallaro	  and	  Christofori,	  2004)	  (ex	  :	  N-­‐cadhérine).	   Il	  a	  été	  montré	  que	  tout	  ceci	   pouvait	   être	   orchestré	   par	   un	   programme	   de	   régulation	   de	   l’expression	   génique	  appelé	  «	  la	   transition	  épithélio-­‐mésenchymateuse	  »	   (TEM)	  au	  cours	  duquel	   les	  cellules	  acquièrent	  la	  capacité	  d’envahir	  les	  tissus,	  de	  se	  disséminer	  dans	  l’organisme	  et	  aussi	  de	  résister	   à	   l’apoptose	   (Klymkowsky	   and	   Savagner,	   2009;	   Polyak	   and	  Weinberg,	   2009;	  Thiery	   et	   al.,	   2009).	   Ce	   programme	   est	   normalement	   déclenché	   au	   cours	   du	  développement	  embryonnaire	  par	  différents	  facteurs	  de	  transcription	  dont	  l’expression	  a	   aussi	   été	   détectée	   dans	   différents	   types	   de	   cancer.	   L’activation	   de	   la	   TEM	   induit	  notamment	   la	   perte	   des	   jonctions	   adhérentes	   et	   la	   répression	   de	   l’expression	   de	   l’E-­‐cadhérine,	  la	  sécrétion	  de	  métalloprotéases,	  et	  l’augmentation	  la	  motilité	  cellulaire.	  Ces	  changements	  correspondent	  à	  ceux	  observés	  pour	  les	  cellules	  tumorales	  qui	  acquièrent	  des	  capacités	  métastatiques.	   	  Les	  signaux	  induisant	  la	  TEM	  dans	  les	  cellules	  tumorales,	  ne	   sont	   pas	   encore	   bien	   définis,	  mais	   il	   semble	   que	   des	   interactions	   avec	   les	   cellules	  stromales	   au	   sein	   du	   microenvironnement	   tumoral	   pourraient	   déclencher	   ce	  programme.	  	  	   On	  ne	  sait	  pas	  encore	  si	   toutes	   les	  cellules	   tumorales	   invasives	  passent	  par	  une	  transition	   épithélio-­‐mésenchymateuse	   ou	   s’il	   existe	   d’autres	   voies	   permettant	   de	  déclencher	   la	   migration.	   Il	   a	   par	   ailleurs	   été	   montré	   que	   certaines	   cellules	   du	  microenvironnement	  tumoral	  pouvaient	  être	  impliquées	  dans	  l’acquisition	  du	  caractère	  migratoire	  des	  cellules	  cancéreuses	  (Joyce	  and	  Pollard,	  2009;	  Qian	  and	  Pollard,	  2010):	  les	  cellules	  myéloïdes	  de	  l’immunité	  innée	  peuvent	  secréter	  des	  enzymes	  de	  dégradation	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de	   la	  matrice	  extracellulaire	  ou	  encore	  faciliter,	  en	   les	  accompagnant	  physiquement,	   la	  migration	  et	  l’intravasation	  des	  cellules	  tumorales	  dans	  les	  vaisseaux.	  	  
	  
3/	  La	  réponse	  immunitaire	  tumorale	  	  	   Nous	  allons	  débuter	  cette	  partie	  avec	  un	  bref	  rappel	  sur	  le	  système	  immunitaire.	  Ensuite,	   nous	   décrirons	   comment	   le	   rôle	   du	   système	   immunitaire	   dans	   la	   croissance	  tumorale	   a	   été	   découvert	   et	   mis	   en	   évidence	   malgré	   quelques	   controverses.	   Nous	  décrirons	   plus	   en	   détail	   le	   processus	   d’immunoédition	   des	   cancers,	   puis	   nous	  présenterons	  quelques	  données	  portant	  sur	  l’existence	  de	  ce	  phénomène	  chez	  l’Homme.	  Cependant,	   si	   la	  mise	   en	   évidence	  de	   l’immunoédition	  mettait	   en	   avant	  un	   rôle	  plutôt	  anti-­‐tumoral	   du	   système	   immunitaire,	   nous	   verrons	   dans	   une	   dernière	   partie	   que	  certaines	   cellules	   immunitaires,	   au	   contraire,	   jouent	  un	   rôle	  pro-­‐tumoral,	   et	   ce	  par	  de	  multiples	  voies.	  	  	  
a)	  Rappels	  sur	  le	  système	  immunitaire	  Le	  système	  immunitaire	  est	  composé	  de	  différents	  organes,	  cellules	  et	  molécules	  qui	   permettent	   à	   l’organisme	   de	   lutter	   contre	   les	   pathogènes	   qui	   pourraient	   agresser	  notre	  organisme.	  Ce	   système	  est	   activé	   lorsqu’il	  détecte	  des	   signaux	  de	  dangers	  et/ou	  des	  corps	  étrangers.	  Les	   organes	   du	   système	   immunitaire	   sont	   appelés	   organes	   lymphoïdes.	   Le	  thymus	  et	  la	  moelle	  osseuse	  sont	  les	  organes	  lymphoïdes	  primaires	  où	  se	  différencient	  les	   cellules	   du	   système	   immunitaire.	   Les	   ganglions	   lymphatiques,	   la	   rate	   et	   les	   tissus	  lymphoïdes	  associés	  aux	  muqueuses	   (MALT)	  sont	   les	  organes	   lymphoïdes	  secondaires	  où	   les	   cellules	   immunitaires	   interagissent	   afin	   de	   mettre	   en	   place	   la	   réponse	  immunitaire.	  Les	   acteurs	   cellulaires	   et	   moléculaires	   du	   système	   immunitaire	   se	   divisent	   en	  deux	  groupes	  :	  le	  système	  immunitaire	  inné	  et	  le	  système	  immunitaire	  adaptatif.	  	  
•	  Le	  système	  immunitaire	  inné	  est	  la	  première	  ligne	  de	  défense.	  Il	  existe	  dès	  la	  naissance	  et	   il	   se	   caractérise	  par	   la	   rapidité	  de	   sa	   réponse,	  une	   réaction	  non	   spécifique	  vis	   à	   vis	  d’un	  antigène	  donné,	  une	  faible	  diversité	  d’action,	  et	  l’absence	  de	  mémoire	  immunitaire.	  Le	   système	   du	   complément,	   les	   monocytes	   et	   macrophages,	   les	   polynucléaires	  neutrophiles,	   basophiles	   et	   éosinophiles,	   les	   mastocytes,	   les	   cellules	   «	  natural	   killer	  »	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(NK)	  et	  «	  natural	  killer	  T	  »	  (NKT)	  sont	  les	  acteurs	  de	  cette	  composante	  innée	  du	  système	  immunitaire.	  	  
•	   Le	   système	   immunitaire	   adaptatif	   est	   déclenché	   plus	   tardivement	   au	   cours	   de	   la	  réponse	   immunitaire,	   il	   va	   permettre	   la	   mise	   en	   place	   d’une	   réponse	   spécifique	   de	  l’antigène	  et	  d’une	  mémoire	  cellulaire.	  La	  mémoire	  immunitaire	  permet	  la	  mise	  en	  place	  d’une	  réaction	  plus	  rapide	  et	  plus	  efficace	   lors	  d’une	  nouvelle	  rencontre	  avec	   le	  même	  antigène.	  Les	  lymphocytes	  T	  et	  les	  lymphocytes	  B	  sont	  les	  cellules	  impliquées	  dans	  cette	  réponse	   immunitaire	   adaptative.	   Ce	   système	   est	   aussi	   appelé	   «	  acquis	  »	   car,	  contrairement	  au	  système	  inné,	  il	  évolue	  lors	  de	  sa	  rencontre	  avec	  les	  pathogènes	  :	  il	  y	  a	  sélection	   et	   amplification	   des	   lymphocytes	   portant	   un	   récepteur	   spécifique	   des	  antigènes	  détectés,	  puis	  maintien	  de	   cellules	  mémoires	   spécifiques	  après	   la	   résolution	  de	  l’infection.	  Cette	  spécificité	  de	  réponse	  vis	  à	  vis	  d’un	  antigène	  donné	  est	  permise	  par	  l’existence	   d’une	   très	   grande	   diversité	   des	   récepteurs	   T	   (TCR)	   et	   B	   (BCR)	   due	   à	   des	  recombinaisons	   somatiques	   au	   niveau	   des	   séquences	   de	   gènes	   codant	   certains	  domaines,	  appelés	  «	  domaines	  variables	  »,	  de	  ces	  récepteurs.	  	  
•	   Le	   lien	   entre	   la	   réponse	   immunitaire	   innée	   et	   la	   réponse	   adaptative	   est	   assuré	   les	  cellules	   dendritiques	   (DCs).	   Les	   DCs	   jouent	   le	   rôle	   de	   cellules	   sentinelles	   au	   sein	   de	  l’organisme,	   sondant	   constamment	   l’environnement	   afin	   de	   détecter	   des	   signaux	  anormaux	   ou	   des	   corps	   étrangers.	   Lorsqu’elles	   détectent	   un	   signal	   de	   danger	   les	   DCs	  vont	   aller	   déclencher	   la	   réponse	   adaptative,	   alors	   que	   la	   réponse	   innée	   démarre	  immédiatement.	  Les	  DCs	  activées	  suivent	  un	  processus	  de	  maturation	  au	  cours	  duquel	  elles	   perdent	   leur	   capacité	   à	   sonder	   l’environnement	   et	   augmentent	   leur	   capacité	   à	  présenter	   les	   antigènes	   et	   à	   activer	   les	   lymphocytes	   T	   et	   lymphocytes	   B.	   Elles	  deviennent	   des	   cellules	   présentatrices	   de	   l’antigène	   professionnelles	   (APCs)	  :	   après	  capture	  des	  pathogènes	  ou	  de	  molécules	  microbiennes,	  elles	  dégradent	  les	  protéines	  et	  génèrent	   des	   peptides	   antigéniques	   qu’elles	   présentent	   aux	   LT	   via	   les	   molécules	   du	  complexe	   majeur	   d’histocompatibilité	   (CMH)	   de	   classe	   I	   et	   II.	   Au	   cours	   de	   leur	  maturation,	   elles	   migrent	   vers	   les	   ganglions	   lymphatiques	   drainants	   où	   elles	  présenteront	   l’antigène	  et	  activeront	   les	  cellules	  du	  système	   immunitaire	  adaptatif.	  De	  plus,	   en	   fonction	   du	   type	   de	   pathogène	   ou	   de	   signaux	   de	   danger	   que	   les	   DCs	   ont	  rencontré,	  elles	  expriment	  différents	  marqueurs	  et	  produisent	  différentes	  cytokines	  qui	  leur	  permettent	  d’orienter	  de	  façon	  adaptée	  le	  type	  de	  réponse	  immunitaire	  adaptative	  qui	  va	  se	  mettre	  en	  place.	  	  	  
Tableau 1.1 : Les souris immunodéficientes présentent une susceptibilité 
augmentée au développement de tumeurs spontanées ou induites par un 
carcinogène. Dunn, G., Koebel, M and Schreiber, R. Nature Rev Imm 2006 
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b)	  De	  la	  théorie	  de	  l’immunosurveillance	  à	  l’immunoédition	  des	  cancers	  Dans	  le	  cadre	  de	  cette	  thèse,	  nous	  nous	  sommes	  plus	  particulièrement	  intéressés	  au	  rôle	  joué	  par	  le	  système	  immunitaire	  envers	  les	  tumeurs.	  Il	  n’a	  pas	  toujours	  été	  admis	  que	  le	  système	  immunitaire	  puisse	  jouer	  un	  rôle	  dans	  le	  développement	  des	  cancers,	  et	  au	  cours	  du	  XXe	  siècle	  l’opinion	  des	  scientifiques	  était	  tantôt	  favorable,	  tantôt	  opposée	  à	  la	  théorie	  de	  l’immunosurveillance	  (Dunn	  et	  al.,	  2002;	  Parish,	  2003;	  Vesely	  et	  al.,	  2011).	  Paul	   Ehrlich	   fut	   le	   premier	   en	   1909à	   évoquer	   la	   possible	   existence	   d’une	   réponse	  immunitaire	   contre	   les	   cellules	   tumorales	   (Ehrlich,	   1909).	   Une	   cinquantaine	   d’année	  plus	  tard,	  F.	  Macfarlane	  Burnet	  (Burnet,	  1957,	  1970)	  et	  Lewis	  Thomas	  (Thomas,	  1959)	  reprirent	  cette	  hypothèse.	  F.M.	  Burnet	  supposait	  qu’il	  existait	  une	  tolérance	  immunitaire	  acquise	   vis-­‐à-­‐vis	   du	   «	  soi	  »,	   et	   il	   pensait	   ainsi	   que	   le	   système	   immunitaire	   pouvait	  reconnaître	  et	  détruire	  les	  cellules	  tumorales	  qui	  exprimaient	  des	  antigènes	  modifiés.	  Il	  nomma	  alors	  ce	  phénomène	  «	  immunosurveillance	  »	  des	  cancers.	  L.	  Thomas,	  lui,	  pensait	  que	  les	  organismes	  à	  longue	  durée	  de	  vie	  devaient	  certainement	  posséder	  des	  systèmes	  afin	  de	  lutter	  contre	  le	  développement	  des	  maladies	  cancéreuses,	  et	  il	  imaginait	  que	  ces	  systèmes	   pouvaient	   être	   semblables	   à	   ceux	  mis	   en	   jeu	   lors	   d’un	   rejet	   d’une	   greffe	   de	  tissu	   homotypique.	   La	   possibilité	   d’immuniser	   des	   animaux	   contre	   des	   tumeurs	  syngéniques	   puis	   la	   mise	   en	   évidence	   de	   l’existence	   d’antigènes	   tumoraux	   (Old	   and	  Boyse,	  1964)	  argumentaient	  en	  faveur	  de	  la	  théorie	  de	  l’immunosurveillance.	  	  Cependant,	   cette	   théorie	   sera	   rapidement	   abandonnée	   jusque	   dans	   les	   années	  1990	  :	   les	   premières	   études	   utilisant	   des	   animaux	   avec	   un	   système	   immunitaire	  déficient	  ne	  permettront	  pas	  de	  montrer	  une	  quelconque	  action	  du	  système	  immunitaire	  envers	   la	   tumeur	   (excepté	   dans	   le	   cas	   des	   tumeurs	   induites	   par	   des	   virus).	   Les	  premières	  études	  ont	  été	   faites	  dans	  des	  souris	  Nude,	  ne	  possédant	  pas	  de	   thymus,	  et	  ainsi	   pas	   de	   lymphocytes	   T.	   Chez	   ces	   souris,	   après	   administration	   du	   carcinogène	   3-­‐methylcholanthrène	   (MCA)	   aucune	   différence	   d’incidence	   des	   cancers,	   ni	   de	  modification	  de	  la	  période	  de	  latence	  avant	  l’apparition	  des	  tumeurs	  ne	  furent	  observées	  (Stutman,	  1974,	  1979).	  Or	  par	  la	  suite	  il	  été	  montré	  que	  les	  populations	  de	  lymphocytes	  Tγδ	   et	   de	   lymphocytes	  NK,	   dont	   l’existence	   n’était	   pas	   connue	   au	  moment	   des	   études	  réalisées	  par	  O.	  Stutman,	  sont	  présentes	  dans	  les	  souris	  Nude	  utilisées	  dans	  ces	  études.	  De	  plus,	  si	  ces	  souris	  possèdent	  en	  effet	  moins	  de	  lymphocytes	  Tαβ,	  elles	  en	  possèdent	  tout	  de	  même	  encore	  quelques	  uns.	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Dans	  les	  années	  1990,	  la	  disponibilité	  d’anticorps	  monoclonaux	  déplétants	  et	  de	  nouvelles	   souris	   immunodéficientes,	   chez	   lesquelles	   des	   gènes	   essentiels	   à	   la	   réponse	  immunitaire	   ont	   été	   invalidés,	   ont	   permis	   de	   relancer	   la	   théorie	   de	  l’immunosurveillance.	   Le	   tableau	   1.1	   représente	   les	   différentes	   souris	  immunodéficientes	   utilisées	   (souris	   transgéniques	   ou	   traitement	   pas	   un	   anticorps	  déplétant)	  et	   leur	  susceptibilité	  au	  développement	  de	  tumeurs	  spontanées	  ou	  induites.	  Les	   premières	   études	   ont	   consisté	   à	   inhiber	   l’action	   de	   l’IFNγ	   à	   l’aide	   d’anticorps	  neutralisants	   ou	   par	   expression	   d’un	   dominant	   négatif	   du	   récepteur	   à	   l’IFNγ	   dans	   un	  modèle	  de	  fibrosarcome	  (Meth	  A)	  (Dighe	  et	  al.,	  1994).	  Dans	  ces	  conditions,	  les	  tumeurs	  poussent	  plus	  efficacement	  et	  leur	  immunogénicité	  est	  diminuée.	  Ceci	  est	  cohérent	  avec	  le	   rôle	   de	   l’IFNγ	   connu	   pour	   augmenter	   l’immunogénicité	   des	   cellules	   tumorales	   (en	  augmentant	  la	  présentation	  antigénique	  par	  le	  CMH	  I)	  et	  ainsi	  favoriser	  leur	  destruction	  par	  les	  lymphocytes	  T.	  Par	  la	  suite	  des	  souris	  génétiquement	  déficientes	  pour	  les	  gènes	  codant	   le	  récepteur	  de	   l’IFNγ	  ou	  codant	   la	  protéine	  STAT	  1	  (impliquée	  dans	   la	  voie	  de	  signalisation	   des	   récepteurs	   aux	   IFN)	   ont	   été	   créées.	   L’induction	   de	   tumeurs	   par	  injection	  de	  MCA	  chez	  ces	  souris	  montre	  une	  sensibilité	  10	  fois	  plus	  grande	  de	  ces	  souris	  par	  rapport	  aux	  souris	  sauvages,	  avec	  une	  période	  de	  latence	  raccourcie	  (Kaplan	  et	  al.,	  1998).	  L’incidence	  de	  tumeurs	  spontanées	  après	  croisement	  avec	  des	  souris	  invalidées	  pour	   le	   gène	   suppresseur	   de	   tumeur	   p53	   (p53-­‐/-­‐)	   est	   aussi	   augmentée.	   Les	   auteurs	  montrèrent	   que	   les	   résultats	   obtenus	   étaient	   dus,	   au	   moins	   en	   partie,	   à	   l’absence	   de	  réponse	  des	  cellules	  tumorales	  (et	  non	  d’autres	  cellules	  de	  l’hôte)	  à	  l’IFNγ.	  Ces	  résultats	  sur	  l’IFNγ	  ont	  été	  confirmés	  par	  d’autres	  groupes,	  qui	  ont	  de	  plus	  recherché	  le	  rôle	  de	  la	  perforine,	   molécule	   impliquée	   dans	   l’activité	   cytotoxique	   de	   certaines	   cellules	  immunitaires	  (LT,	  NK	  et	  NKT).	  Grâce	  à	  l’étude	  de	  souris	  invalidées	  pour	  le	  gène	  codant	  la	   perforine	   (Pfp-­‐/-­‐),	   les	   auteurs	   ont	  montré	   l’importance	   de	   la	   cette	  molécule	   dans	   le	  développement	  de	  différents	  modèles	  de	  tumeurs	  transplantées	  (fibrosarcome	  MC57G,	  lymphomes	   EL-­‐4	   et	   MBL-­‐2,	   adénocarcinome	   DA3,	   cancer	   de	   la	   prostate	   RM-­‐1),	   de	  tumeurs	   induites	   par	   le	   carcinogène	  MCA	   ou	   par	   le	   virus	   oncogène	  MoMSV	   (Moloney	  murine	   sarcoma	   virus)(Street	   et	   al.,	   2001;	   van	   den	   Broek	   et	   al.,	   1996),	  mais	   aussi	   de	  tumeurs	   spontanées	   (lymphomes	   principalement	   et	   adénocarcinomes	   pulmonaires)	  (Street	  et	  al.,	  2002).	  Enfin,	  des	  souris	  immunodéficientes	  en	  LT,	  LB	  et	  NKT,	  ont	  pu	  être	  obtenues	   par	   mutation	   des	   gènes	   Rag1	   ou	   Rag2.	   Dans	   ces	   souris,	   l’incidence	   des	  sarcomes	   induits	   par	   le	   carcinogène	  MCA	   est	   augmentée	   et	   la	   période	   de	   latence	   est	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raccourcie(Shankaran	   et	   al.,	   2001).	   Ces	   souris	   développent	   aussi	   plus	   de	   tumeurs	  épithéliales	   spontanées.	   Enfin,	   comme	   cela	   avait	   été	   observé	   dans	   les	   études	  précédentes,	   les	   tumeurs	   formées	   dans	   ce	   contexte	   immunodéficient,	   après	  transplantation	  dans	  des	  souris	   immunocompétentes,	  sont	  plus	  souvent	  rejetées	  (40%	  de	  rejet	  dans	  cette	  étude)	  que	  des	  tumeurs	  provenant	  de	  souris	  sauvages	  transplantées	  dans	  ces	  mêmes	  hôtes	  (aucun	  rejet).	  Les	  tumeurs	  provenant	  de	  souris	  ayant	  un	  système	  immunitaire	  adaptatif	  non	  fonctionnel	  sont	  donc	  plus	  immunogènes	  que	  les	  tumeurs	  de	  souris	   sauvages.	   Ainsi,	   le	   système	   immunitaire,	   inné	   comme	   adaptatif,	   est	   capable	   de	  reconnaître	   et	   d’éliminer	   les	   cellules	   tumorales,	   mais	   de	   cette	   façon,	   il	   exerce	   une	  pression	   de	   sélection	   telle	   que	   les	   cellules	   qui	   survivent	   possèdent	   de	   nouvelles	  propriétés	   leur	  permettant	   d’échapper	   à	   la	   reconnaissance	  ou	   à	   la	  destruction	  par	   les	  cellules	  immunitaires.	  	  Les	   résultats	   obtenus	   par	   le	   groupe	   de	   Schreiber,	   R.	   ont	   pourtant	   été	   remis	   en	  cause	  par	  Blankenstein,	  T.	  et	  Qin,	  Z.	  en	  2004	  (Qin	  and	  Blankenstein,	  2004).	  En	  effet,	  les	  études	   réalisées	   par	   Schreiber,	   R.	   et	   al	   comparaient	   des	   souris	   Rag2-­‐/-­‐	   croisées	   dans	  l’animalerie	  du	  laboratoire	  avec	  des	  souris	  sauvages	  B6	  achetées	  à	  une	  compagnie.	  Ainsi,	  les	  animaux	  servant	  de	  contrôles	  et	   les	  animaux	   immunodéficients	  étaient	  élevés	  dans	  des	   conditions	   environnementales	   différentes	  :	   alimentation,	   présence	   ou	   non	   de	  certaines	   pathogènes,	   stress,	   transport.	   Le	   groupe	   de	   Blankenstein,	   T.	   pensait	   que	   les	  animaux	  comparés	  avaient	  un	  niveau	  basal	  d’activation	  du	  système	  immunitaire,	  et	  plus	  particulièrement	   un	   niveau	   de	   production	   d’IFNγ,	   qui	   n’étaient	   différents.	   Les	  chercheurs	   de	   ce	   groupe,	   en	   utilisant	   des	   souris	   sauvages	   de	   la	  même	   portée	   que	   les	  souris	  Rag2-­‐/-­‐	  ne	  reproduisent	  pas	  la	  différence	  d’induction	  de	  carcinogenèse	  induite	  par	  le	  MCA	  observée	  par	  Shankaran	  et	  al.	  Selon	  eux,	  l’IFNγ	  participerait	  à	  l’encapsulation	  du	  carcinogène	  MCA	  injecté	  en	  sous-­‐cutané	  ce	  qui	   limiterait	  ainsi	  ses	  effets	  et	  causerait	   la	  différence	  de	  carcinogenèse	  observée	  entre	  les	  différentes	  souris	  (Qin	  et	  al.,	  2002).	  	  Cependant,	   le	   groupe	   de	   Schreiber,	   R.	   répondit	   que	   les	   injections	   de	   MCA	  n’avaient	   pas	   été	   réalisées	   dans	   les	  mêmes	   conditions	  :	   injections	   intramusculaires	   et	  utilisation	  de	  doses	  trop	  fortes	  pouvant	  masquer	  les	  éventuelles	  différences).	  En	  2005,	  Dunn,	   G.	   et	   al	   (du	   groupe	   de	   R.	   Schreiber)	   publie	   des	   résultats	   montrant	   le	   rôle	   des	  interférons	   de	   type	   I,	   et	   de	   leur	   action	   sur	   les	   cellules	   du	   compartiment	  hématopoïétique,	  dans	  le	  développement	  tumoral	  (Dunn	  et	  al.,	  2005).	  Dans	  cette	  étude,	  les	   souris	   transgéniques	   utilisées	   (souris	  Rag2-­‐/-­‐,	   souris	   Ifnar1-­‐/-­‐)	   sont	   comparées	   aux	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souris	   contrôles	   correspondantes.	   Si	   les	   auteurs	   ne	   remontrent	   pas	   les	   résultats	   des	  expériences	  d’induction	  de	  la	  carcinogenèse	  par	  injection	  de	  MCA	  dans	  les	  souris	  Rag2-­‐/-­‐,	  ils	   confirment	   tout	  de	  même	  que	   les	   tumeurs	  qui	   se	  développent	  dans	  ces	   souris	   sont	  plus	   immunogènes	   et	   sont	   rejetées	   lorsqu’elles	   sont	   transplantées	   dans	   des	   souris	  sauvages.	   Ils	   confirment	   donc	   leurs	   résultats	   concernant	   le	   phénomène	   d’édition	   des	  tumeurs	  par	  le	  système	  immunitaire.	  Enfin,	  une	  étude	  publiée	  cette	  année	  par	  le	  groupe	  de	   Tyler,	   J.	   montre	   l’existence	   de	   l’immunoédition	   des	   tumeurs	   par	   le	   système	  immunitaire	  adaptatif	  dans	  un	  modèle	  génétique	  d’induction	  des	  tumeurs	  (DuPage	  et	  al.,	  2012).	  Pour	  cela,	  des	  souris	  transgéniques	  exprimant	  de	  façon	  conditionnelle	  l’oncogène	  K-­‐rasG12D	  et	  la	  délétion	  du	  gène	  suppresseur	  de	  tumeur	  p53	  ont	  été	  générées	  sur	  un	  fond	  sauvage	  ou	  Rag2-­‐/-­‐.	  	  Ces	  mutations	  sont	  induites	  par	  un	  lentivirus	  codant	  la	  recombinase	  Cre.	  De	  plus,	  l’immunogénicité	  de	  ces	  tumeurs	  peut	  être	  modifiée	  par	  introduction	  dans	  ce	  vecteur	  viral	  de	  séquences	  codant	  des	  antigènes.	  Les	  auteurs	  montrent	  ainsi	  que	  plus	  de	  tumeurs	  sont	   induites	  sur	   fond	  Rag2-­‐/-­‐	  que	  sur	   fond	  sauvage,	  qu’elles	  expriment	  ou	  non	  l’antigène.	  En	  revanche,	   le	  temps	  de	  latence	  entre	  l’induction	  des	  mutations	  par	   le	  lentivirus	  et	  le	  développement	  de	  la	  tumeur	  n’est	  augmenté	  sur	  fond	  Rag2-­‐/-­‐	  que	  dans	  le	  cas	   des	   tumeurs	   exprimant	   des	   antigènes.	   Après	   induction	   de	   ces	   tumeurs	  immunogènes,	   des	   LT	   spécifiques	   des	   antigènes	   tumoraux	   sont	   retrouvés	   dans	   les	  ganglions	   drainants	   et	   la	   rate	   des	   souris,	   que	   celles-­‐ci	   développent	   ou	   rejettent	   la	  tumeur.	   Par	   des	   expériences	   de	   déplétion	   des	   LT	   CD4+	   et	   CD8+	   avec	   des	   anticorps	  spécifiques,	  les	  auteurs	  confirment	  l’implication	  de	  ces	  lymphocytes	  dans	  le	  contrôle	  de	  la	   croissance	   de	   ces	   tumeurs.	   Enfin,	   les	   auteurs	   montrent	   que	   les	   tumeurs	   qui	   se	  développent	  chez	  les	  souris	  sauvages	  sont	  immunoéditées	  alors	  que	  celles	  qui	  poussent	  dans	   les	   souris	   Rag2-­‐/-­‐	   ne	   le	   sont	   pas.	   Cette	   immunoédition	   est	   due	   à	   la	   perte	   de	  l’expression	  de	  l’antigène	  ou	  à	  la	  diminution	  de	  l’expression	  des	  molécules	  du	  CMH	  I	  qui	  le	  présentent.	  Ainsi,	  suite	  à	  l’ensemble	  de	  ces	  travaux,	  il	  est	  admis	  que	  le	  système	  immunitaire	  est	  capable	  de	  reconnaître	  les	  cellules	  tumorales	  et	  de	  jouer	  un	  rôle	  dans	  le	  contrôle	  de	  la	   croissance	   de	   certaines	   tumeurs.	   En	   revanche,	   il	   est	   aussi	   reconnu	   que	   la	   pression	  exercée	   par	   le	   système	   immunitaire	   conduit	   les	   cellules	   tumorales	   à	   acquérir	   des	  moyens	   de	   lui	   échapper.	   Ainsi,	   dès	   2001,	   le	   groupe	   de	   Schreiber,	   R.	   propose	   de	  remplacer	   le	   terme	  «	  immunosurveillance	  »	  par	   le	   terme	  «	  immunoédition	  »	  qui	  reflète	  mieux	  les	  aspects	  positifs	  comme	  négatifs	  de	  l’implication	  du	  système	  immunitaire	  dans	  
Figure 1.3 : Les trois phases de l’immunoédition. 
Après l’apparition de cellules transformées en raison de causes externes et/ou internes à la 
cellule, le processus d’immunoédition se met en place en commençant par l’étape d’élimination, 
suivie ou non de l’équilibre et pour finir de l’échappement conduisant à la formation d’une tumeur 
macroscopique. De nombreux types de cellules immunitaires sont impliqués au cours des deux 
premières étapes et exercent une pression de sélection favorable à l’acquisition de nouvelles 
propriétés par les cellules tumorales qui échappent ainsi au contrôle par le système immunitaire. 
Vesely, M.D., Kershax, M.H., Schreiber, R.D. and Smyth, M.J. Ann. Rev. Immunol 2011  
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la	   croissance	   tumorale	   (Shankaran	   et	   al.,	   2001).	   Le	   processus	   d’immunoédition	   des	  cancers	   a	   plus	   particulièrement	   été	   décrit	   à	   partir	   de	   2002	   comme	   comprenant	   trois	  phases	   (Dunn	   et	   al.,	   2002)	  (figure	   1.3):	   (1)	   Elimination	  :	   cette	   phase	   correspond	   à	  l’immunosurveillance	   telle	   qu’elle	   avait	   été	   envisagée	   au	   moment	   de	   sa	   première	  définition.	   Les	   cellules	   du	   système	   immunitaire	   adaptatif	   et	   inné	   détectent,	  reconnaissent	  et	  éliminent	  les	  cellules	  tumorales.	  Dans	  le	  cas	  où	  l’élimination	  est	  totale,	  le	   processus	   d’immunoédition	   s’arrête.	   (2)	   Equilibre	  :	   cette	   phase	   correspond	   à	   un	  équilibre	  dynamique	  entre	  la	  prolifération	  des	  cellules	  tumorales	  et	  leur	  destruction	  par	  le	  système	  immunitaire.	  Ce	  dernier	  contient	  ainsi	   la	  croissance	  de	  la	  tumeur	  sans	  pour	  autant	   éliminer	   toutes	   les	   cellules	   cancéreuses.	   La	   tumeur	   ne	   se	   développe	   donc	   pas,	  mais	  persiste	  et	  pourra	  progresser	  s’il	  y	  a	  une	  défaillance	  du	  système	  immunitaire,	  ou	  si	  les	  cellules	  tumorales	  acquièrent	   la	  capacité	  d’échapper	  à	   la	  réponse	  immunitaire.	   	  Cet	  état	  d’équilibre	  peut	  durer	  des	  années,	  on	  suppose	  même	  que	   les	   tumeurs	  peuvent	  ne	  jamais	   se	   développer,	   et	   alors	   cette	   étape	   correspondrait	   à	   la	   fin	   du	   processus	  d’immunoédition.	   (3)	   Echappement	  :	   au	   cours	   de	   la	   phase	   d’équilibre,	   le	   système	  immunitaire	  exerce	  sur	  les	  cellules	  tumorales	  une	  pression	  de	  sélection.	  Or	  l’instabilité	  génétique	   qui	   préexiste	   dans	   ces	   cellules	   et	   qui	   est	   exacerbée	   par	   l’environnement	  inflammatoire	   favorise	   l’acquisition	   de	  mécanismes	  de	   résistance	   vis-­‐à-­‐vis	   des	   actions	  du	  système	  immunitaire.	  Ces	  cellules	  modifiées	  vont	  alors	  proliférer	  et	  transmettre	  cet	  avantage	  aux	  générations	  suivantes	  permettant	  à	  la	  tumeur	  de	  prendre	  l’avantage	  sur	  la	  destruction	  par	  le	  système	  immunitaire.	  	  	  
c)	  Les	  trois	  phases	  de	  l’immunoédition	  	   (1)	  L’élimination	  Les	  populations	  immunitaires	  participant	  à	  cette	  première	  phase,	  appelée	  phase	  d’élimination	  ou	  d’immunosurveillance,	  ont	  été	  mises	  en	  évidence	  avec	  des	  modèles	  de	  souris	   génétiquement	  déficients	   en	  un	   composant	  du	   système	   immunitaire	   ou	   à	   l’aide	  d’anticorps	   déplétants.	   En	   l’absence	   de	   certaines	   populations,	   une	   augmentation	   de	  l’incidence	  et	  de	  la	  vitesse	  d’apparition	  des	  tumeurs	  a	  été	  montrée.	  Ces	  résultats	  ont	  été	  décrits	   avec	   des	   modèles	   de	   tumeurs	   induites	   par	   un	   carcinogène	   ou	   induites	  génétiquement,	   ou	   encore	   avec	   des	   modèles	   de	   tumeurs	   spontanées.	   Nous	   avons	  présenté	   certaines	   de	   ces	   études	   dans	   le	   paragraphe	   précédent,	   mais	   de	   nombreux	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autres	  modèles	  murins	  ont	  été	  générés	  et	  étudiés	  afin	  d’arriver	  à	  la	  conclusion	  suivante	  :	  à	  la	  fois	  des	  cellules	  du	  système	  immunitaire	  inné	  et	  du	  système	  immunitaire	  adaptatif	  participent	  à	  la	  phase	  d’élimination	  :	  les	  lymphocytes	  Tαβ	  (souris	  Tcrβ-­‐/-­‐)	  (Girardi	  et	  al.,	  2001;	   Smyth	   et	   al.,	   2000b),	   les	   lymphocytes	   Tγδ	   (souris	   Tcrδ-­‐/-­‐)	   (Girardi	   et	   al.,	   2003;	  Girardi	   et	   al.,	   2001),	   les	   cellules	   NK	   (souris	   perforine-­‐/-­‐,	   ou	   IL-­‐12-­‐/-­‐	   ou	   déplétion	   des	  cellules	  NK1.1+)	  (Smyth	  et	  al.,	  2001;	  Smyth	  et	  al.,	  1998;	  Smyth	  et	  al.,	  2000a),	  les	  cellules	  NKT	  (souris	  Jα281-­‐/-­‐)	  (Smyth	  et	  al.,	  2000a;	  Swann	  et	  al.,	  2009).	  	  (2)	  L’équilibre	  La	   phase	   d’équilibre	   est	   le	   résultat	   d’un	   équilibre	   dynamique	   entre	   le	   système	  immunitaire	  qui	  détruit	  les	  cellules	  tumorales	  et	  les	  cellules	  tumorales	  elles-­‐mêmes	  qui	  prolifèrent	   et	   forment	   une	   population	   de	   plus	   en	   plus	   hétérogène	   sous	   la	   pression	  immunologique.	   L’hypothèse	   de	   l’existence	   de	   cette	   phase	   avait	   été	   faite	   dans	   le	   but	  d’expliquer	  les	  longs	  temps	  de	  latence	  entre	  le	  moment	  de	  l’induction	  d’une	  tumeur	  et	  le	  moment	   où	   elle	   se	   développe.	   Elle	   permettait	   notamment	   d’expliquer	   le	   temps	   qui	  s’écoule	   entre	   la	   disparition	   de	   la	   maladie,	   du	   point	   de	   vue	   clinique,	   chez	   un	   patient	  après	   traitement	   et	   la	   récidive	   de	   cette	  même	  maladie,	   localement	   ou	   au	   niveau	   d’un	  foyer	  métastatique.	  Cette	  phase	  était	  appelée	  dormance	  de	  tumeurs	  :	  les	  tumeurs	  restent	  présentes	  chez	  les	  patients,	  sous	  une	  forme	  de	  tumeurs	  dormantes,	  puis	  se	  développent	  ou	  non	  des	  années	  plus	  tard.	  	  Des	  expériences	  d’induction	  de	   tumeurs	  chez	   la	  souris	  avec	  de	   faibles	  doses	  du	  carcinogène	  MCA	  ont	  permis	  de	  mettre	  en	  évidence	  cette	  phase	  d’équilibre	   (Koebel	  et	  al.,	   2007).	   A	   cette	   dose,	   très	   peu	   de	   souris	   développent	   une	   tumeur	   palpable	   sur	   une	  durée	   de	   200	   à	   230	   jours.	   A	   ce	   moment-­‐là,	   les	   lymphocytes	   T	   CD4+	   ou	   CD8+	   sont	  déplétés	   dans	   un	   groupe	   de	   souris,	   et	   les	   autres	   restent	   non	   traitées.	   Alors	   que	   ces	  dernières	  ne	  développent	  toujours	  que	  très	  peu	  de	  carcinomes	  (<	  10%	  des	  souris)	  après	  300	   jours,	   50%	   des	   souris	   rendues	   immunodéficientes	   développent	   une	   tumeur	  progressive	   au	   niveau	   du	   site	   d’injection	   du	   carcinogène.	   L’inhibition	   de	   molécules	  effectrices	  comme	  l’IFNγ	  ou	   l’IL-­‐12	  produisit	   le	  même	  type	  de	  résultat,	  en	  revanche,	   la	  déplétion	  des	  cellules	  NK	  fut	  sans	  effet.	  Cette	  étude	  permit	  ainsi	  de	  mettre	  en	  évidence	  la	  phase	  d’équilibre	  entre	  le	  système	  immunitaire	  et	  la	  tumeur,	  et	  contrairement	  à	  la	  phase	  d’élimination,	  seul	  le	  système	  immunitaire	  adaptatif	  semble	  être	  acteur	  dans	  cette	  étape.	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Les	  tumeurs	  en	  dormance	  qui	  se	  développent	  après	  déplétion	  du	  système	  immunitaire	  sont	   très	   immunogènes	  puisque	  40%	  d’entre	   elles	   sont	   rejetées	   après	   transplantation	  dans	  un	  hôte	  sain.	  	  Ces	  tumeurs	  en	  équilibre	  n’ont	  donc	  pas	  encore	  été	  «	  éditées	  »	  par	  le	  système	  immunitaire	  et	  n’ont	  pas	  encore	  acquis	  de	  capacité	  pour	  résister	  à	  son	  action.	  En	   revanche,	   les	   tumeurs	  qui	   sortent	  de	   l’équilibre	   chez	   les	  hôtes	   immunocompétents	  sont	   très	   peu	   immunogènes,	   elles	   ont	   ainsi	   évolué	   sous	   la	   pression	   du	   système	  immunitaire	   pour	   pouvoir	   lui	   échapper.	   D’autres	   modèles	   de	   dormance	   tumorale	  existent	  et	  ont	  confirmé	  le	  rôle	  du	  système	  immunitaire	  adaptatif	  dans	  cette	  phase.	  Dans	  le	  modèle	  de	  leucémie	  à	  cellules	  B	  (BCL	  pour	  B	  cell	  leukemia/lymphoma	  1),	  la	  dormance	  peut	   être	   induite	   en	   immunisant	   les	   souris	   avec	   des	   immunoglobulines-­‐BCL	   (Ig-­‐BCL,	  dirigé	  conte	   le	  BCR)	   (Farrar	  et	  al.,	  1999).	  Sans	  cette	   immunisation,	   les	   souris	  meurent	  des	  suites	  de	  la	  leucémie	  en	  30	  jours.	  En	  revanche,	  après	  immunisation,	  il	  peut	  s’écouler	  plus	   de	   100	   jours	   sans	   aucun	   signe	   de	   progression	   tumorale,	   alors	   que	   les	   cellules	  malignes	  sont	  toujours	  présentes	  dans	  la	  circulation	  sanguine.	  Certaines	  souris	  pourront	  éventuellement	   développer	   une	   leucémie,	   indiquant	   un	   échappement	   des	   cellules	  tumorales.	  Dans	  ce	  modèle,	  la	  déplétion	  des	  LT	  CD8+	  et	  le	  blocage	  de	  la	  signalisation	  par	  l’IFNγ	   réduisent	   le	   temps	   de	   la	   dormance	   et	   augmentent	   le	   nombre	   de	   souris	  développant	  la	  maladie	  maligne.	  	  Un	  modèle	  plus	  récent	  de	  dormance	  a	  été	  créé	  dans	  le	  cas	  de	  cancers	  de	   la	  peau	  causés	  par	  des	  radiations	  ultraviolets	  B	  (UVB)	  (Loeser	  et	  al.,	  2007).	  Lorsque	  cette	  irradiation	  est	  effectuée	  sur	  des	  souris	  génétiquement	  modifiées	  et	  n’exprimant	   ainsi	   pas	   le	   gène	   Cbl-­‐b	   (qui	   a	   pour	   fonction	   d’inhiber	   les	   LT	   CD8+),	   	   on	  observe	   une	   diminution	   de	   la	   fréquence	   d’apparition	   des	   tumeurs.	   400	   jours	   après	  l’irradiation,	  de	  nombreuses	  souris	  n’ont	  toujours	  pas	  développé	  de	  tumeurs	  de	  la	  peau.	  La	   déplétion	   des	   LT	   CD8+	   dans	   un	   groupe	   de	   ces	   souris	   induit	   en	   quelques	   jours	   le	  développement	   de	   carcinomes	   à	   croissance	   progressive	   chez	   50%	   d’entre	   elles.	   En	  revanche,	  aucune	  des	  souris	  du	  groupe	  recevant	  un	  anticorps	  contrôle	  non	  déplétant	  ne	  développe	  de	  tumeurs.	  	  Ainsi	  différents	  modèles	  ont	  pu	  mettre	  en	  évidence	  cette	  phase	  d’équilibre	  chez	  la	   souris,	   qui	   semble	   correspondre	   à	   ce	   qui	   est	   observé	   chez	   l’Homme	  dans	   le	   cas	   de	  patients	   transplantés,	   chez	   lesquels	   un	   foyer	   tumoral	   à	   priori	   non	   progressif	   chez	   le	  donneur	   et	   présent	   dans	   l’organe	   transplanté	   se	   développe	   après	   la	   greffe.	   Ces	   foyers	  métastatiques	  sont	  considérés	  comme	  dormants	  chez	  le	  donneur	  puisqu’ils	  ne	  sont	  pas	  détectables	  au	  moment	  de	  la	  greffe,	  et	  en	  revanche,	  ils	  se	  développent	  très	  rapidement	  
Figure 1.4 : Les mécanismes de l’échappement tumoral. 
Les cellules tumorales acquièrent des capacités intrinsèques leur permettant d’échapper à la 
lyse par les LT. Ces mécanismes, encadrés en bleu font intervenir des molécules membranaires 
ou des molécules solubles : diminution de la présentation antigénique, augmentation de 
l’expression de facteurs anti-apoptotiques, expression de molécules induisant l’apoptose des LT 
activés, sécrétion de facteurs solubles permettant d’inhiber la réponse immunitaire. 
Les tumeurs peuvent aussi inhiber la réponse immunitaire en recrutant ou en induisant la 
différenciation de cellules immunosuppressives. Dans ce cas, on parle de mécanisme 
extrinsèque, encadrés en vert sur le schéma : induction de cellules myéloïdes suppressives 
(MDSCs), induction de macrophages de type M2 (M2MΦ) et induction lymphocytes T 
régulateurs (Treg).  
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chez	   le	   patient	   receveur	   qui	   reçoit	   un	   traitement	   immunosuppresseur	   suite	   à	  l’intervention.	   Toutefois,	   des	   foyers	   dormants	   peuvent	   évoluer	   vers	   une	   phase	   de	  croissance	  progressive	  aussi	  chez	   les	  personnes	   immunocompétentes,	  notamment	   lors	  de	  récidives.	  Ces	  tumeurs	  qui	  sont	  souvent	  plus	  agressives,	  ont	  acquis	  des	  mécanismes	  leur	  permettant	  d’échapper	  au	  système	  immunitaire.	  	  	  (3)	  Echappement	  	   Les	   cellules	   tumorales,	   comme	  nous	  venons	  de	   l’expliquer	   sont	   soumises	  à	  une	  pression	  de	  sélection	  exercée	  par	  le	  système	  immunitaire	  pendant	  la	  phase	  d’équilibre.	  Les	   cellules	   continuent	   à	   proliférer	   de	   façon	   anarchique	   et	   à	   acquérir	   des	   mutations	  génétiques	  ou	  des	  modification	  épigénétiques.	  Ainsi	  si	   l’une	  de	  ces	  cellules	  acquiert	  un	  avantage	  sélectif,	  elle	  va	  s’expandre	  plus	  que	  les	  autres	  clones	  et	  devenir	  majoritaire.	  Les	  cellules	   tumorales	  peuvent	  ainsi	  développer	  plusieurs	  stratégies,	  de	   façon	   intrinsèque,	  pour	  contrecarrer	  l’action	  anti-­‐tumorale	  du	  système	  immunitaire	  (figure	  1.4,	  encadrés	  
bleus).	   Ces	   stratégies	   consistent	   notamment	   à	   empêcher	   leur	   reconnaissance	   et	   leur	  destruction	  par	  les	  cellules	  immunitaires	  (Dunn	  et	  al.,	  2002;	  Smyth	  et	  al.,	  2006;	  Zitvogel	  et	   al.,	   2006).	   Des	   stratégies	   dites	   extrinsèques	   sont	   aussi	   développées	   par	   les	   cellules	  tumorales	  :	  elles	  peuvent	  moduler	  les	  cellules	  de	  leur	  environnement	  et	  notamment	  les	  cellules	   immunitaires	   à	   leur	   avantage.	   	   Nous	   allons	   ici	   discuter	   les	   stratégies	  intrinsèques	  d’échappement	  des	  tumeurs,	  nous	  discuterons	  des	  stratégies	  extrinsèques	  dans	  un	  paragraphe	  suivant	  ((e)	  Rôles	  pro-­‐tumoraux	  du	  système	  immunitaire	  »).	  
•	  La	  reconnaissance	  des	   tumeurs	  par	   les	  cellules	   immunitaires	  peut	  être	  empêchée	  de	  différentes	  façons.	  Une	  façon	  pour	  les	  cellules	  tumorales	  d’éviter	  leur	  détection	  par	  les	  cellules	  T	  est	  de	  diminuer	   la	  présentation	  antigénique.	  Ainsi,	  dans	  de	  nombreux	   types	  cancers	   épithéliaux	   et	   de	   mélanomes,	   on	   observe	   une	   diminution	   ou	   une	   perte	   de	  l’expression	  des	  molécules	  du	  CMH	  I(Khong	  et	  al.,	  2004).	  Les	  processus	  impliqués	  dans	  la	  voie	  de	  la	  présentation	  antigénique	  sont	  aussi	  touchés	  :	  diminution	  de	  l’expression	  de	  TAP1	   (transporter	   associated	   with	   antigen	   processing),	   LMP2	   (low-­‐molecular-­‐mass	  protein	  2),	  LMP7,	  β2-­‐microglobline	  et	  tapasine	  qui	  participent	  toutes	  au	  transport	  et	  à	  la	  prise	  en	  charge	  des	  peptides	  au	  niveau	  de	  réticulum	  endoplasmique	  (Atkins	  et	  al.,	  2004).	  Les	  interférons	  de	  type	  I	  et	  II	  induisent	  une	  augmentation	  de	  la	  présentation	  antigénique	  défavorable	   à	   la	   tumeur.	   Ainsi,	   des	  mutations	   dans	   les	  molécules	   impliquées	   dans	   les	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voies	   de	   signalisation	   des	   interférons	   sont	   souvent	   observées,	   rendant	   les	   cellules	  tumorales	  insensibles	  à	  ces	  signaux	  (Dunn	  et	  al.,	  2006).	  
•	   	   	  Les	  cellules	  NK	  peuvent	  détecter	  la	  diminution	  d’expression	  du	  CMH	  I	  et	  ainsi	   lyser	  les	  cellules	  tumorales	  concernées.	  Mais	  ces	  dernières	  développent	  des	  mécanismes	  pour	  empêcher	   leur	   reconnaissance	   par	   les	   cellules	   NK	   (Waldhauer	   and	   Steinle,	   2008;	  Zitvogel	   et	   al.,	   2006).	   La	   sécrétion	   de	   ligands	   solubles	   du	   récepteur	   NKG2D,	   mise	   en	  évidence	   dans	   plusieurs	   types	   de	   cancers	   chez	   l’Homme,	   pourrait	   participer	   à	  l’inhibition	  de	  l’activité	  des	  cellules	  NK	  (Holdenrieder	  et	  al.,	  2006).	  En	  effet,	  ces	  ligands	  solubles	   peuvent	   induire	   l’endocytose	   et	   donc	   une	   diminution	   de	   la	   quantité	   de	  récepteurs	   activateurs	   NKG2D	   à	   la	   surface	   des	   cellules	   NK	   et	   les	   LT.	   La	   sécrétion	   de	  TGFβ	  entraîne	  aussi	  la	  diminution	  de	  NKG2D	  sur	  les	  cellules	  NK	  ainsi	  que	  du	  récepteur	  activateur	  NKp30.	  
•	   Les	   cellules	   tumorales	   peuvent	   aussi	   devenir	   résistantes	   à	   la	   cytotoxicité	   par	   les	  lymphocytes	   T	   et	   NK.	   Par	   exemple	   l’expression	   de	   PI9,	   un	   inhibiteur	   des	   protéases	   à	  sérine	   bloque	   l’action	   de	   la	   perforine	   et	   du	   granzyme	   B	   (Medema	   et	   al.,	   2001).	  L’apoptose	   cellulaire	   via	   les	   récepteurs	   de	   mort	   (Fas,	   TRAIL	  :	   TNF-­‐related	   aoptosis-­‐inducing	   ligand)	   ne	   peut	   plus	   être	   induite	   dans	   certaines	   cellules	   tumorales	   qui	  diminuent	   l’expression	   de	   ces	   récepteurs	   ou	   encore	   expriment	   une	   forme	   mutante	  défective	  de	  ceux-­‐ci	  (Shin	  et	  al.,	  2001;	  Takahashi	  et	  al.,	  2006).	  D’autre	  part,	  on	  peut	  aussi	  observer	   des	   modulations	   de	   l’expression	   de	   molécules	   impliquées	   dans	   la	   voie	   de	  signalisation	   intracellulaire	   de	   l’apoptose	  :	   perte	   de	   la	   caspase	   8	   et	   surexpression	   de	  molécules	   anti-­‐apoptotiques	   (FLIP,	   BCL-­‐XL).	   	   De	   plus,	   les	   cellules	   tumorales	   peuvent	  acquérir	  la	  capacité	  de	  déclencher	  l’apoptose	  des	  LT	  par	  expression	  de	  FasL.	  
•	   L’activation	   des	   LT	   est	   empêchée	   de	   différentes	   façons	   au	   sein	   de	   la	   tumeur.	   Tout	  d’abord,	   la	   présentation	   de	   l’antigène	   et	   la	   maturation	   des	   cellules	   dendritiques	   sont	  inhibées	   par	   de	   nombreux	   facteurs	   de	   l’environnement	   tumoral,	   ne	   permettant	   pas	  l’activation	  des	  LT.	  Il	  a	  aussi	  montré	  que	  les	  cellules	  dendritiques	  plasmacytoïdes	  (pDC)	  du	  microenvironnement	   tumoral	  modulaient	   l’activation	  des	  LT	  CD8+	  en	   les	  orientant	  vers	  un	  phénotype	  de	  LT	  CD8	   suppresseurs	   (Wei	   et	   al.,	   2005).	  De	   la	  même	   façon	  que	  pour	  les	  cellules	  NK,	  la	  sécrétion	  sous	  forme	  soluble	  des	  ligands	  du	  récepteur	  NKG2D,	  ou	  la	  perte	  de	  leur	  expression,	  diminue	  l’activation	  des	  LT	  (Groh	  et	  al.,	  2002).	  Enfin,	  les	  LT	  CD4+	  CD25+	  régulateurs	  (Terabe	  and	  Berzofsky,	  2004)	  (producteurs	  de	  TGF-­‐β	  et	  IL-­‐10)	  et	   les	   cellules	   myéloïdes	   immatures	   suppressives	   (Gabrilovich	   and	   Nagaraj,	   2009)	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présents	  au	  sein	  de	  la	  tumeur	  induisent	  l’anergie	  des	  LT.	  	  Les	  divers	  facteurs	  libérés	  par	  les	  cellules	   tumorales	  et	   les	  cellules	  myéloïdes	   infiltrantes	  causent	  une	  suppression	  de	  l’activation	   des	   lymphocytes	   T.	   Parmi	   ces	   facteurs	   ont	   été	   décrit	   :	   la	   galectine-­‐1,	  l’indoleamine	  2,3-­‐dioxygenase	  (IDO),	  l’arginase-­‐1,	  l’acide	  nitrique	  (NO),	  le	  TGF-­‐β,	  l’IL-­‐10.	  Nous	   rediscuterons	  par	   la	   suite	  du	   rôle	  des	   cellules	  myéloïdes	  et	  des	   facteurs	  qu’elles	  secrètent	  dans	   le	  développement	  de	   la	   tumeur,	   à	   la	   fois	  par	   l’inhibition	  de	   l’activation	  des	  lymphocytes	  T,	  mais	  aussi	  par	  des	  modulations	  du	  microenvironnement	  propices	  à	  la	  croissance	  tumorale.	  	  
d)	  L’immunoédition	  chez	  l’Homme	  (1)	  Etude	  des	  patients	  immunodéficients	  La	   démonstration	   du	   rôle	   du	   système	   immunitaire	   dans	   le	   développement	  tumoral	   chez	   la	   souris	   a	   amené	   les	   chercheurs	   à	   regarder	   si	   un	   tel	   rôle	   du	   système	  immunitaire	   pouvait	   aussi	   être	   mis	   en	   évidence	   chez	   l’Homme.	   La	   question	   suivante	  s’est	  alors	  posée	  :	  les	  patients	  immunodéficients	  développent-­‐ils	  plus	  de	  cancers	  que	  les	  personnes	   avec	   un	   système	   immunitaire	   fonctionnel	  ?	   Les	   patients	   concernés	   par	   ces	  études	   sont	  :	   (1)	   des	   personnes	   souffrant	   d’une	   immunodéficience	   en	   raison	   d’une	  maladie	  génétique	  (immunodéficience	  primaire),	  (2)	  des	  patients	  infectés	  par	  le	  virus	  de	  l’immunodéficience	   humaine	   (HIV)	   et	   développant	   le	   syndrome	   d’immunodéficience	  acquise	  (SIDA),	  (3)	  des	  patients	  suivant	  des	  traitements	  immunosuppresseurs	  après	  une	  greffe	  d’organe.	  	  Une	  augmentation	  de	  l’incidence	  des	  cancers	  a	  en	  effet	  pu	  être	  mise	  en	  évidence	  chez	   les	  patients	   transplantés	   (Penn,	  1996,	  1999;	  Starzl	  et	  al.,	  1970),	   chez	   les	  patients	  souffrant	  d’une	  immunodéficience	  primaire	  (Gatti	  and	  Good,	  1971)	  ou	  causée	  par	  le	  VIH	  (Boshoff	  and	  Weiss,	  2002).	  Cependant	  ces	  cancers	  sont	  principalement	  d’origine	  virale,	  provoqués	   par	   des	   virus	   exprimant	   une	   protéine	   oncogénique.	   Ainsi,	   une	   plus	   forte	  incidence	  des	  lymphomes	  (causés	  par	  le	  virus	  d’Epstein-­‐Barr),	  des	  sarcomes	  de	  Kaposi	  (causés	   par	   le	   virus	   de	   l’herpès	   humain),	   et	   des	   cancers	   urogénitaux	   (causés	   par	   les	  papillomavirus)	  est	  observée.	  Ceci	  est	  principalement	  attribué	  à	  la	  fonction	  antivirale	  du	  système	  immunitaire.	  	  Ces	   résultats	   ne	   remettent	   pourtant	   pas	   en	   cause	   l’existence	   de	  l’immunosurveillance	  chez	  l’Homme,	  d’autant	  que	  les	  virus	  impliqués	  dans	  les	  maladies	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malignes	  précédemment	  citées	  sont	  des	  virus	  endémiques	  infectant	  la	  quasi-­‐totalité	  de	  la	  population.	  Il	  n’est	  donc	  pas	  surprenant	  que	  les	  patients	  développent	  beaucoup	  plus	  rapidement	   des	   cancers	   dus	   à	   ces	   virus	   que	   les	   autres	   types	   de	   cancers,	   l’élément	  oncogène	  étant	  déjà	  présent	  dans	   l’organisme.	  De	  plus,	   l’augmentation	  de	   la	   fréquence	  de	  certains	  cancers	  pour	  lesquels	  aucune	  origine	  virale	  n’est	  connue	  a	  aussi	  été	  montrée:	  c’est	  le	  cas	  des	  cancers	  pulmonaires	  chez	  les	  patients	  atteints	  du	  SIDA	  (Chaturvedi	  et	  al.,	  2007;	  Kirk	  et	  al.,	  2007),	  des	  cancers	  de	  la	  peau	  (autres	  que	  mélanomes)	  (Moloney	  et	  al.,	  2006)	  et	  des	  mélanomes	  malins	  (Penn,	  1996)	  chez	  les	  patients	  transplantés.	  	  Dans	  cette	  dernière	  étude	  concernant	  les	  mélanomes	  malins,	  trois	  groupes	  de	  patients	  développant	  ces	  cancers	  ont	  été	  définis:	  (1)	  récidive	  d’un	  précédent	  mélanome	  chez	  le	  receveur,	  (2)	  développement	   d’un	   mélanome	   à	   partir	   de	   métastases	   présentes	   dans	   l’organe	   d’un	  donneur	  ayant	  eu	  un	  mélanome	  et	  (3)	  l’apparition	  de	  mélanomes	  de	  novo.	  Cette	  étude	  montre	  d’une	  part	  que	   l’incidence	  des	  mélanomes	  de	  novo	   augmente	   chez	   les	  patients	  immunodéprimés,	   et	   d’autre	   part,	   elle	   met	   en	   évidence	   qu’une	   métastase	   dont	   le	  croissance	  est	  contrôlée	  chez	  un	  patient	  immunocompétent	  (le	  donneur)	  va	  rapidement	  se	   développer	   en	   un	   cancer	   chez	   le	   patient	   receveur	   sous	   traitement	  immunosuppresseur.	  Ces	   résultats	   soutiennent	   l’existence	  de	   la	  phase	  d’élimination	  et	  de	  la	  phase	  d’équilibre	  chez	  l’Homme.	  Enfin,	  il	  a	  été	  montré	  dans	  une	  autre	  étude	  que	  les	  patients	   transplantés	   développent	   des	   cancers	   plus	   agressifs	   et	   ont	   un	   moins	   bon	  pronostic	  de	  survie	  dans	  le	  cas	  des	  mélanomes,	  des	  cancers	  du	  sein,	  du	  rein,	  du	  colon,	  de	  la	  prostate,	   de	   la	   vessie,	   du	  poumon	   (Miao	  et	   al.,	   2009).	  Ceci	   s’explique	  probablement	  par	  la	  réponse	  immunitaire	  adaptative	  qui	  participe	  au	  ralentissement	  de	  la	  progression	  tumorale	  chez	  les	  patients	  immunocompétents.	  	  (2)	  Des	  indices	  d’une	  réponse	  immunitaire	  tumorale	  L’existence	  d’antigènes	  associés	  aux	   tumeurs	   (AAT)	  et	   reconnus	  par	   le	   système	  immunitaire	  a	   été	  mise	  en	  évidence	   chez	   les	  patients.	  Ces	  antigènes	   sont	   très	   souvent	  issus	  de	  protéines	  exprimées	  dans	  les	  tissus	  sains	  qui	  subissent	  des	  modifications	  dans	  les	  cellules	  tumorales,	  comme	  par	  exemple	  :	  (1)	  l’apparition	  d’un	  nouvel	  épitope	  suite	  à	  une	  mutation	  génétique,	  ou	  à	  une	  différence	  de	  modification	  post-­‐traductionnelle,	  (2)	  la	  surexpression	   par	   les	   cellules	   cancéreuses	   d’une	   protéine	   peu	   exprimée	   sur	   les	   tissus	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sains,	   (3)	   l’expression	   de	   protéines	   présentes	   dans	   des	   sites	   immunologiquement	  privilégiés.	  	  Les	  premiers	  anticorps	  reconnaissant	  les	  AAT	  ont	  été	  découverts	  dans	  les	  années	  1970	   (Carey	   et	   al.,	   1976;	   Ueda	   et	   al.,	   1979)	   et	   depuis,	   ces	   anticorps	   anti-­‐AAT	   ont	   été	  fréquemment	  mis	  en	  évidence	  dans	  le	  sérum	  des	  patients(Reuschenbach	  et	  al.,	  2009).	  Ils	  peuvent	   reconnaître	   des	   protéines	   membranaires	   comme	   le	   récepteur	   à	   l’EGF	   muté	  Her2/Neu,	  ou	  bien	  des	  protéines	  intracellulaires	  comme	  des	  mutants	  de	  la	  protéine	  p53.	  	  Une	   réponse	   immunitaire	   cellulaire	   existe	   aussi	   dans	   les	   tumeurs	   puisque	  l’infiltration	  de	   lymphocytes	  T	  CD4+	  et	  CD8+	  est	  mise	  en	  évidence	  dans	  de	  nombreux	  types	  de	  cancer	  (Ferradini	  et	  al.,	  1992;	  Mackensen	  et	  al.,	  1993).	  Des	  études	  faites	  chez	  des	   patients	   présentant	   des	   mélanomes	   en	   régression	   spontanée	   ont	   montré	   que	   le	  répertoire	  de	  LT	  infiltrant	  les	  tumeurs	  n’est	  pas	  le	  même	  que	  celui	  présent	  dans	  le	  sang	  périphérique	   (Ferradini	   et	   al.,	   1992).	   Ceci	   est	   expliqué	   par	   l’activation	   et	   l’expansion	  clonale,	   au	   sein	   de	   la	   tumeur,	   des	   lymphocytes	   T	   reconnaissant	   spécifiquement	   les	  antigènes	  tumoraux	  (Zorn	  and	  Hercend,	  1999a,	  b).	  Ces	  clones	  qui	  sont	  présents	  dans	  les	  zones	  en	  régression	  de	  la	  tumeur,	  présentent	  in	  vitro	  une	  activité	  cytotoxique	  spécifique	  envers	   les	  cellules	  tumorales	  du	  patient	  dont	   ils	  proviennent	  (Mackensen	  et	  al.,	  1993).	  Une	   réponse	   T	   spécifique	   des	   antigènes	   tumoraux	   peut	   donc	   se	   développer	   chez	   les	  patients	   atteints	   d’un	   cancer	   et	   avoir	   un	   effet	   bénéfique.	   Certains	   cancers	   sont	  même	  connus	  pour	  être	  particulièrement	   immunogéniques	  :	   ceux	  dont	   les	   cellules	  expriment	  les	  antigènes	  oncotesticulaires	  («	  cancer	  testis	  antigens	  »),	  normalement	  exprimés	  dans	  les	  gamètes	  mâles.	  Certains	  mélanomes,	  mais	  aussi	   certains	   cancers	  du	  poumon,	  de	   la	  vessie,	   du	   sein	   et	   de	   la	   prostate	   sont	   concernés.	   Chez	   ces	   patients,	   on	   peut	  mettre	   en	  évidence	  une	  réponse	   immunitaire	  anti-­‐tumorale	   faisant	   intervenir	  des	   lymphocytes	  T	  CD4+,	   CD8+	   et	   les	   lymphocytes	   B	   (Gnjatic	   et	   al.,	   2003;	   Jager	   et	   al.,	   2000).	   Dans	   de	  nombreux	  cas,	  cette	  réponse	  est	  dirigée	  contre	  l’antigène	  NY-­‐ESO-­‐1.	  Ainsi,	   l’infiltration	  de	   la	  masse	   tumorale	  par	  des	   lymphocytes	  T	  CD4+	  ou	  CD8+,	  des	  cellules	  NK	  ou	  encore	  des	  cellules	  NKT	  est	  un	  marqueur	  de	  bon	  pronostique	  dans	  de	  nombreux	  cancers,	  comme	  dans	  le	  cas	  des	  mélanomes	  (Clark	  et	  al.,	  1989;	  Clemente	  et	  al.,	  1996;	  van	  Houdt	  et	  al.,	  2008),	  des	  cancers	  ovariens	  (Sato	  et	  al.,	  2005;	  Zhang	  et	  al.,	  2003),	  du	   poumon	   et	   du	   colon	   (Galon	   et	   al.,	   2006;	   Naito	   et	   al.,	   1998;	   Pages	   et	   al.,	   2005).	  Pourtant,	   cette	   réponse	   immunitaire	   anti-­‐tumorale	   n’est	   souvent	   pas	   suffisante	   pour	  induire	  la	  régression	  du	  cancer.	  Elle	  va	  même	  induire,	  de	  par	  la	  pression	  qu’elle	  exerce	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sur	   les	   cellules	   tumorales	   en	   prolifération,	   la	   sélection	   de	   cellules	   possédant	   des	  mécanismes	   les	   rendant	   moins	   sensibles	   à	   l’action	   du	   système	   immunitaire,	   ou	   qui	  sauront	  la	  moduler	  à	  leur	  avantage.	  Nous	  avons	  précédemment	  abordé	  les	  mécanismes	  intrinsèques	  aux	  cellules	  cancéreuses	  et	  nous	  allons	  désormais	  décrire	  les	  mécanismes	  extrinsèques.	   Ceux-­‐ci	   font	   intervenir	   d’autres	   acteurs	   du	   système	   immunitaires,	   qui,	  influencés	   par	   l’environnement	   tumoral,	   développent	   des	   fonctions	   favorisant	   la	  croissance	  tumorale.	  	  
e)	  Rôles	  pro-­‐tumoraux	  du	  système	  immunitaire	  	   Nous	   allons	   voir	   dans	   ce	   paragraphe	   que	   les	   cellules	   tumorales	   modifient	   les	  cellules	  du	  système	  immunitaire,	  principalement	  celles	  de	  l’immunité	  innée,	  afin	  qu’elles	  participent	  au	  développement	  tumoral.	  L’action	  pro-­‐tumorale	  peut	  être	  :	  (1)	  l’inhibition	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  adaptative	  (2)	  l’aide	  au	  	  développement	  de	  certaines	  des	  six	  capacités	  tumorales	  décrites	  par	  Hanahan	  et	  al	  et	  discutées	  au	  début	  de	  ce	  chapitre,	  et	  notamment	  parmi	   elles	   :	   la	   prolifération	   cellulaire,	   l’angiogenèse	   et	   la	   dissémination	  métastatique.	   Nous	   allons	   discuter	   des	   quatre	   principales	   populations	   exerçant	   ces	  fonctions	   pro-­‐tumorales	  :	   les	   lymphocytes	   T	   régulateurs	   (Treg),	   les	   macrophages,	   les	  neutrophiles	   et	   les	   cellules	   suppressives	   d’origine	   myéloïdes	   (MDSCs	   pour	   myeloïd-­‐derived	  suppressor	  cells)	  (figure	  1.4,	  encadrés	  verts	  p.23).	  	   	  (1)	  Les	  lymphocytes	  T	  régulateurs	  	   Bien	  que	  leur	  existence	  ait	  été	  décrite	  au	  début	  des	  années	  1970	  par	  Gershon	  et	  
al,	   la	  caractérisation	  des	  lymphocytes	  T	  régulateurs	  (Treg)	  n’a	  été	  faite	  qu’en	  1995	  par	  Shimon	  Sakaguchi	  et	  al	  (Sakaguchi	  et	  al.,	  1995).	  Les	  Treg	  sont	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  caractérisés	   par	   l’expression	  de	  CD25	   et	   du	   facteur	   de	   transcription	  FoxP3	   (Forkhead	  box	  P3).	  On	  distingue	  les	  Treg	  naturels	  (nTreg)	  qui	  apparaissent	  au	  cours	  de	  la	  sélection	  thymique	   et	   les	   Treg	   induits	   (iTreg)	   qui	   se	   développent	   en	   périphérie	   à	   partir	   de	   LT	  CD4+	   naïfs	   dans	   certaines	   conditions	   environnementales.	   Les	   nTreg	   participent	   au	  maintien	  de	  la	  tolérance	  au	  soi	  par	  inhibition	  des	  LT	  CD4+,	  des	  LT	  CD8+	  mais	  aussi	  de	  la	  réponse	  humorale	  évitant	  ainsi	  le	  développement	  de	  réactions	  auto-­‐immunes.	  Les	  iTreg	  semblent	   eux	   participer	   à	   la	   régulation	   des	   réponses	   immunitaires	   qui	   se	  mettent	   en	  place	   contre	   des	   pathogènes	   et	   dans	   les	   tumeurs.	   Les	   mécanismes	   d’inhibition	   de	   la	  
A.	   B.	   C.	  
Figure 1.5 : Les mécanismes immunosuppresseurs des lymphocytes T 
régulateurs (Treg). 
Les Treg peuvent inhiber la réponse immunitaires de différentes façons. 
A. La sécrétion de perforine/granzyme par les Treg induit la lyse des DCs et des lymphocytes T. 
B. L’interaction entre les Treg, exprimant la molécule CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-
associated antigen 4) et les cellules dendritiques exprimant les molécules de costimulation 
CD80 et CD86) induit la production d’IDO par la DCs. Cette enzyme déplète le milieu en 
tryptophane, ce qui entraîne l’apoptose ou l’anergie des LT effecteurs. 
C. Les Treg produisent du TGFβ et de l’IL-10 qui inhibent la capacité des DCs présenter 
l’antigène et à exprimer les molécules de costimulation nécessaires à l’activation des LT. Ces 
cytokines agissent aussi directement sur les LT pour induire leur anergie. 
Zou, W. Nat Rev Imm 2006 
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réponse	   immunitaire	  par	   les	  Treg	  peuvent	  nécessiter	  une	   interaction	  physique	  avec	   la	  cellule	  ou	  peuvent	  faire	  intervenir	  des	  facteurs	  solubles	  (figure	  1.5)	  (Zou,	  2006).	  	  Les	   molécules	   impliquées	   dans	   les	   effets	   immunosuppresseurs	   via	   une	  interaction	   physique	   sont	  :	   (1)	   LAG3,	   qui	   interagit	   avec	   le	   CMH	   II	   des	   cellules	  présentatrices	  de	  l’antigène	  (APCs),	  inhibant	  la	  présentation	  antigénique	  et	  l’expression	  de	   molécules	   de	   costimulation.	   (2)	   CTLA-­‐4	   qui	   se	   lie	   à	   CD80	   et	   CD86	   (molécules	   de	  costimulation)	  sur	  les	  APCs	  induisant	  ainsi	  l’activation	  de	  l’indoleamine	  2,3-­‐dioxygenase	  (IDO).	   L’IDO	   induit	   la	   déplétion	   	   du	   milieu	   environnant	   en	   tryptophane	   (qui	   est	   le	  substrat	   de	   cette	   enzyme)	   et	   produit	   des	   métabolites	   immunosuppresseurs.	   (3)	   Une	  forme	  du	  TGFβ	   associée	  à	   la	  membrane	  plasmique	  des	  Treg	  participe	  à	   l’inhibition	  de	  l’activité	  des	  LT	  et	  NK	  par	  interaction	  physique	  avec	  ces	  cellules.	  (4)	  La	  galectine-­‐1	  est	  une	  molécule	  exprimée	  sur	  les	  Treg	  qui	  induit	  l’arrêt	  de	  la	  prolifération	  des	  LT	  activés	  et	  peut	  induire	  leur	  apoptose.	  Il	  n’est	  cependant	  pas	  clair	  si	  la	  galectine	  agit	  après	  sécrétion	  ou	  via	  un	  contact	  physique	  entre	  le	  Treg	  et	  le	  LT	  activé.	  	  	   Les	   voies	   d’action	   via	   des	   facteurs	   solubles	   font	   intervenir:	   (1)	   la	   sécrétion	   de	  perforine	  et	  de	  granzyme	  qui	   induisent	   in	  vitro	   la	   lyse	  des	  LT	  CD8+	  et	  des	  cellules	  NK,	  mais	  aussi	  des	  LB,	  monocytes	  et	  DCs(Gondek	  et	  al.,	  2005;	  Grossman	  et	  al.,	  2004),	  il	  n’est	  cependant	  pas	  connu	  si	  cette	  voie	  est	  fonctionnelle	  dans	  les	  tumeurs,	  (2)	  la	  sécrétion	  de	  TGFβ	  et	  d’IL-­‐10,	  (3)	  	  la	  production	  de	  la	  prostaglandine	  PGE2	  (4)	  l’épuisement	  du	  milieu	  en	   IL-­‐2	  :	   les	   Treg	   surexpriment	   le	   récepteur	   de	   haute	   affinité	   à	   l’IL-­‐2	   mais	   ils	   n’en	  produisent	   pas,	   ils	   entrent	   donc	   en	   compétition	   avec	   les	   LT	   activés	   qui	   ont	   besoin	   de	  cette	  interleukine	  pour	  proliférer	  et	  exercer	  leurs	  fonction.	  	   Les	  tumeurs	  peuvent	  induire	  la	  formation	  de	  iTreg	  localement	  par	  la	  production	  de	  TGFβ,	  d’IL-­‐10,	  de	  galectine-­‐1,	  et	  d’IDO.	  Ces	  facteurs,	  qui	  se	  trouvent	  être	   les	  mêmes	  que	   ceux	   produits	   par	   les	   Treg,	   peuvent	   être	   sécrétés	   par	   de	   nombreuses	   cellules	  présentes	  dans	  le	  microenvironnement	  tumoral,	  à	  commencer	  par	  les	  cellules	  tumorales	  elles-­‐mêmes.	  L’inhibition	  locale	  de	  la	  maturation	  des	  APCs	  participe	  aussi	  à	   l’induction	  de	  Treg.	  La	  mise	  en	  évidence	  du	  rôle	  des	  Treg	  dans	  la	  croissance	  tumorale	  a	  été	  faite	  par	  déplétion	  de	  ces	  cellules	  avec	  des	  anticorps	  anti-­‐CD25	  chez	   la	   souris.	  Dans	  une	  de	  ces	  études,	  il	  est	  montré	  que	  la	  déplétion	  des	  Treg	  quatre	  jours	  après	  l’injection	  des	  cellules	  tumorales	  entraîne	  la	  régression	  de	  six	  différents	  modèles	  tumoraux	  sur	  les	  huit	  testés	  (Onizuka	  et	  al.,	  1999).	  Ce	  rejet	  est	  dû	  selon	  les	  cas	  aux	  LT	  CD8+	  seuls	  ou	  aux	  LT	  CD8+	  et	  CD4+.	  Un	  autre	  groupe	  s’est	  intéressé	  à	  la	  mise	  en	  place	  d’une	  réponse	  immunitaire	  anti-­‐
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tumorale	  en	  l’absence	  de	  Treg	  dans	  un	  modèle	  de	  leucémie	  transplantée	  (Shimizu	  et	  al.,	  1999).	  L’injection	  des	  cellules	  leucémiques	  dans	  des	  souris	  Nude	  (sans	  lymphocytes	  T)	  induit	   la	  mort	  des	  souris	  en	  40	   jours	  suite	  à	   la	  croissance	  progressive	  des	   tumeurs.	  Si	  des	   splénocytes	   provenant	   de	   souris	   Balb/c	   et	   déplétés	   en	   cellules	   CD4+	   CD25+	   sont	  injectés	  dans	  les	  souris	  Nude	  le	  même	  jour	  que	  les	  cellules	  tumorales,	  alors	  la	  tumeur	  est	  rapidement	   rejetée.	   Si	   les	   cellules	   tumorales	   sont	   de	   nouveau	   injectées	   à	   ces	   mêmes	  souris	   plus	   tardivement,	   un	   rejet	   encore	   plus	   rapide	   a	   lieu,	   indiquant	   qu’une	   réponse	  immunitaire	   s’était	   bien	   développée	   lors	   du	   la	   première	   inoculation.	   Comme	   dans	  l’étude	  précédente,	  la	  déplétion	  des	  Treg	  avec	  des	  anticorps	  anti-­‐CD25	  entraîne	  le	  rejet	  de	   la	   lignée	   leucémique	   et	   un	   fort	   ralentissement	   de	   la	   croissance	   d’un	   modèle	   de	  mélanome.	  Le	  rôle	  des	  Treg	  dans	  la	  croissance	  tumorale	  a	  depuis	  été	  confirmé	  dans	  de	  nombreux	   modèles	   de	   tumeurs	   murines	   et	   chez	   l’Homme.	   En	   2001,	   Woo,	   E.	   et	   al	  décrivirent	  pour	   la	  première	   fois	  une	   forte	   infiltration	  de	  Treg	  CD4+	  CD25high	  dans	   les	  tumeurs	  de	  patients	   atteints	  d’un	   cancer	  de	   l’ovaire	  ou	  d’un	   cancer	  du	  poumon	  non	  à	  petites	  cellules	  (Woo	  et	  al.,	  2001).	  Dans	  le	  cas	  des	  patientes	  avec	  un	  cancer	  de	  l’ovaire,	  l’augmentation	  de	  la	  proportion	  des	  Treg	  était	  aussi	  visible	  dans	  la	  circulation	  sanguine.	  Ceci	   a	   par	   la	   suite	   été	   observé	  dans	  de	  nombreux	   autre	   types	  de	   cancers	   (sein,	   colon,	  pancréas,	   cancer	   gastrique,	   carcinome	   hépatocellulaire,	   mélanome,	   lymphome,	  leucémie)(Zou,	  2006).	  De	  plus	  dans	  le	  cas	  de	  patientes	  atteintes	  d’un	  cancer	  ovarien,	  les	  Treg	   isolés	   à	   partir	   des	   tumeurs,	   des	   ascites	   ou	   du	   sang	   sont	   capables	   d’inhiber	  l’activation	  des	  LT	  et	  notamment	  des	  LT	  spécifiques	  des	  antigènes	  tumoraux	  (Curiel	  et	  al.,	   2004).	   Les	   lymphocytes	   T	   régulateurs	   sont	   donc	   des	   acteurs	   immunologiques	   qui	  jouent	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  majeur	  principalement	  en	   inhibant	   la	  réponse	  T	  spécifique	  anti-­‐tumorale.	  	   (2)	  Les	  macrophages	  Les	   macrophages	   sont	   des	   cellules	   phagocytaires	   qui	   se	   différencient	   dans	   les	  tissus	   à	   partir	   des	   monocytes.	   Ils	   sont	   localisés	   dans	   divers	   organes	  :	   macrophages	  alvéolaires	   dans	   les	   poumons,	   ostéoclastes	   dans	   les	   os,	   microglie	   dans	   le	   cerveau,	  histiocytes	  dans	   les	   tissus	   interstitiels,	   cellules	  de	  Kupffer	  dans	   le	   foie	  et	  macrophages	  intestinaux	  dans	  les	  intestins.	  Ce	  sont	  des	  cellules	  phagocytaires,	  capables	  d’ingérer	  un	  pathogène,	  de	   le	  dégrader	  complètement	  et	  de	  présenter	   les	  antigènes	  qui	  en	  dérivent	  
Figure 1.6 : Les deux principaux états d’activation des macrophages : M1 ou M2. 
Les macrophages sont classiquement activés par la présence de déterminants microbiens (LPS 
par exemple) et par l’IFNγ . Ces macrophages sont de type M1, ils orientent la réponse immunitaire 
vers une réponse de type Th1 et produisent des ROS (reactive oxygen species) et RNS (Reactive 
nitric species) dans le but de détruire les microorganismes. La réaction allergique ou la présence 
d’un parasite ou pathogène extracellulaire vont à l’inverse induire une activation alternative des 
macrophages, principalement via la production d’IL-4 et IL-13. Ces macrophages M2 favorisent la 
mise en place d’une réponse immunitaire Th2 et le remodelage tissulaire (cicatrisation). Ce sont 
ces macrophages qui sont majoritairement présents dans les tumeurs au sein desquelles ils 
favorisent la croissance tumorale. LPS : lipopolysaccharide ; ROS : reactive oxygen species ; 
RNS : reasctive Nitrogen species ; CSF-A : Colony stimulating factor 1 
Adapté de : Allavena, P., Sica, A., Garlanda, C., Mantonvani, A. 2008, Immunological Reviews 
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via	  le	  complexe	  majeur	  d’histocompatibilité	  (CMH)	  de	  type	  II	  aux	  LT	  CD4+,	  afin	  d’induire	  une	   réponse	   immunitaire	   spécifique.	   En	   fonction	   des	   signaux	   qu’ils	   reçoivent	   dans	  l’environnement	   où	   ils	   se	   trouvent,	   	   les	   macrophages	   peuvent	   enclencher	   différents	  programmes	  d’activation.	   Il	   existe	  ainsi	  plusieurs	  phénotypes	  de	  macrophages	  activés,	  classiquement	  répartis	  en	  deux	  principales	  catégories	  (figure	  1.6)	  :	  les	  macrophages	  de	  type	  M1	   correspondant	   à	   une	   activation	   «	  classique	  »	   et	   les	  macrophages	   de	   type	  M2	  correspondant	  à	  une	  activation	  «	  alternative	  »	  (Allavena	  et	  al.,	  2008;	  Gordon,	  2003).	  	  Classiquement,	   les	   macrophages	   sont	   activés	   soit	   par	   des	   déterminants	  microbiens	   (PAMPs	   pour	   pathogen	   associated	   molecular	   pattern)	   reconnus	   par	   les	  récepteurs	  toll-­‐like	  (TLRs),	  soit	  par	  l’IFNγ	  sécrété	  par	  les	  LT	  dans	  les	  réponses	  de	  type	  T	  helper	  1	   (Th1).	  Les	  macrophages	  de	   type	  M1	  augmentent	   leur	  niveau	  d’expression	  du	  CMH	   II	   et	   secrètent	   l’interleukine-­‐12	   et	   le	   TNFα	   (facteur	   de	   nécrose	   des	   tumeurs	   ou	  tumor	  necrosis	  factor),	  ce	  qui	   favorise	   la	  réponse	  immunitaire	  Th1	  et	   l’élimination	  des	  pathogènes	   intracellulaires.	   Les	   macrophages	   M1	   synthétisent	   aussi	   des	   espèces	  réactives	   de	   l’oxygène	   (ROS	   pour	   reactive	   oxygen	   species)	   et	   de	   l’oxyde	   nitrique	   (NO	  pour	  nitric	  oxyde),	  leur	  permettant	  de	  dégrader	  les	  pathogènes	  qu’ils	  ont	  phagocytés.	  	  Dans	   le	   cadre	   d’une	   réponse	   allergique,	   d’une	   réaction	   contre	   un	   parasite	   ou	  contre	  un	  pathogène	  extracellulaire,	  il	  y	  a	  production	  des	  interleukines	  IL-­‐4	  et	  IL-­‐13	  qui	  induisent	  une	  activation	  dite	  alternative	  ou	  de	  type	  M2	  des	  macrophages.	  Le	  CSF-­‐1,	  L’IL-­‐21,	  l’IL-­‐10	  et	  les	  complexes	  immuns	  sont	  des	  signaux	  qui	  peuvent	  eux	  aussi	  induire	  une	  activation	   alternative	   des	   macrophages.	   Ces	   macrophages	   de	   type	   M2	   expriment	   le	  récepteur	   au	   mannose	   qui	   permet	   l’internalisation	   des	   pathogènes,	   synthétisent	  l’arginase-­‐1,	   et	   secrètent	   des	   chimiokines	   comme	   CCL22	   et	   CCL17,	   molécules	  d’attraction	  des	  granulocytes.	   Ils	   favorisent	  une	  réponse	   immunitaire	  T	  de	  type	  Th2	  et	  vont	   induire	   des	  modifications	   tissulaires	   afin	   de	   permettre	   la	   cicatrisation	   en	   cas	   de	  blessure	  (angiogenèse	  notamment).	  	  Les	   macrophages	   représentent	   souvent	   la	   population	   majoritaire	   parmi	   les	  cellules	   de	   l’immunité	   innée	   infiltrant	   les	   tumeurs.	   Ils	   sont	   ainsi	   présents	   dans	   de	  nombreux	  types	  de	  cancers	  et	  en	  fonction	  de	  leur	  état	  d’activation,	  ils	  peuvent	  avoir	  un	  effet	  anti-­‐tumoral	  (M1)	  ou	  pro-­‐tumoral	  (M2)	  (Qian	  and	  Pollard,	  2010).	  Ces	  cellules	  sont	  très	   plastiques	   et	   il	   est	   probable	   qu’au	   cours	   du	   développement	   de	   la	   tumeur,	   les	  variations	  de	  l’environnement	  dues	  à	  la	  progression	  tumorale	  (inflammation,	  sécrétions	  de	   médiateurs	   solubles,	   hypoxie,	   pH)	   modifient	   le	   phénotype	   et	   les	   fonctions	   des	  
Figure 1.7 : Les différents phénotypes de macrophages M2 et leurs rôles dans le 
développement tumoral. 
Les macrophages de type M2 peuvent exercer six fonctions pro-tumorales différentes qui 
correspondent chacune à une sous-population unique de macrophages M2. On peut 
cependant remarquer que la population dénommée « périvasculaire » est probablement la 
même que celle dénommée « invasive » : ces cellules présentent les mêmes caractéristiques 
mais se distinguent par leur localisation dans le microenvironnement tumoral. 
Qian, B-Z., Pollard, J.W. Cell Review 2010 
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macrophages	   infiltrés.	  De	  nombreux	   sous-­‐types	  de	  macrophages	  M2	  ont	  d’ailleurs	   été	  décrits	   au	   sein	   des	   tumeurs	   (figure	   1.7)	  :	   macrophages	   activés	   par	   l’inflammation,	  macrophages	  immunosuppresseurs,	  macrophages	  angiogéniques,	  macrophages	  associés	  aux	  métastases,	  macrophages	  périvasculaires	  et	  macrophages	   invasifs.	  La	  majorité	  des	  études	   montrent	   que	   les	   macrophages	   sont	   le	   plus	   souvent	   des	   acteurs	   favorisant	   la	  croissance	  tumorale	  et	  le	  développement	  des	  métastases	  plutôt	  que	  des	  cellules	  jouant	  un	  rôle	  anti-­‐tumoral.	  En	  effet,	  dans	  de	  nombreux	  types	  de	  cancers,	   l’infiltration	  par	  les	  macrophages	   est	   un	   facteur	   de	  mauvais	   pronostic	  :	   cancers	   du	   poumons	   (Chen	   et	   al.,	  2005),	   cancers	   hépatocellulaires	   (Zhu	   et	   al.,	   2008),	   cancers	   du	   sein	   (Zabuawala	   et	   al.,	  2010).	  Il	  existe	  cependant	  des	  exceptions	  comme	  les	  cancers	  du	  poumons	  non	  à	  petites	  cellules	  où	  l’infiltration	  des	  macrophages	  corrèle	  avec	  un	  meilleur	  taux	  de	  survie	  (Kim	  et	  al.,	  2008).	  D’autre	  part,	   l’expression	  par	   les	  cellules	  tumorales	  de	  cytokines	  impliquées	  dans	  le	  recrutement,	   la	  différenciation	  et/ou	  l’activation	  des	  macrophages	  corrèle	  avec	  un	  mauvais	  pronostic	  de	  survie	  :	  c’est	  le	  cas	  de	  CSF-­‐1	  et	  de	  CCL2	  dans	  le	  cancer	  du	  sein	  (Lin	  et	  al.,	  2001;	  Saji	  et	  al.,	  2001)	  et	  du	  colon	  (Bailey	  et	  al.,	  2007;	  Mroczko	  et	  al.,	  2007).	  	  Ce	  rôle	  pro-­‐tumoral	  des	  macrophages	  est	  confirmé	  par	  les	  études	  chez	  la	  souris.	  Le	  laboratoire	  de	  Jeffrey	  Pollard	  a	  utilisé	  un	  modèle	  de	  souris	  transgéniques	  ayant	  une	  susceptibilité	   augmentée	   à	   développer	   des	   tumeurs	   mammaires	  :	   les	   souris	   PyMT	  exprimant	   l’antigène	   moyen	   T	   du	   polyomavirus	   spécifiquement	   dans	   l’épithélium	  mammaire	  (Lin	  et	  al.,	  2001).	  Ce	  modèle	  permet	  l’étude	  du	  développement	  de	  la	  tumeur	  mammaire,	   depuis	   l’adénome	   non	  malin	   jusqu’à	   l’adénocarcinome	  métastatique.	   	   Afin	  d’étudier	   le	   rôle	  des	  macrophages	  dans	   la	  progression	  de	   ces	   tumeurs,	   le	  gène	  codant	  CSF-­‐1	   a	   été	   invalidé	   dans	   ces	   souris	   (Csf1op/Csf1op).	   Les	   souris	   Csf1op/Csf1op	  développent	  autant	  de	  tumeurs	  que	  les	  souris	  +/Csf1op	  (capables	  de	  produire	  du	  CSF-­‐1)	  et	  la	  vitesse	  de	  croissance	  n’est	  pas	  modifiée.	  Cependant,	  le	  passage	  de	  ces	  tumeurs	  du	  stade	   d’adénome	   au	   stade	   d’adénocarcinome	   malin	   est	   plus	   rapide	   chez	   les	   souris	  exprimant	   CSF-­‐1	  :	   à	   neuf	   semaines	   d’âge,	   50%	   des	   +/Csf1op	   présentent	   des	   tumeurs	  malignes	   contre	   seulement	  13%	  des	   souris	  Csf1op/Csf1op.	   La	  présence	  de	  CSF-­‐1	   induit	  ainsi	  le	  développement	  de	  tumeurs	  plus	  agressives	  et	  aussi	  plus	  métastatiques.	  Ceci	  est	  corrélé	  à	  un	  plus	  fort	  recrutement	  des	  macrophages	  au	  sein	  de	  la	  tumeur,	  juste	  avant	  la	  transition	  vers	  le	  stade	  de	  carcinome	  malin.	  Les	  macrophages	  semblent	  donc	  participer	  à	  cette	  progression.	  De	  nombreux	  autres	  travaux	  ont	  confirmé	  ce	  rôle	  des	  macrophages,	  en	   les	  déplétant	  à	   l’aide	  de	  chlodronate	  encapsulé	  dans	  des	   liposomes.	  Cette	  déplétion	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(1)	  Néo-­‐
angiogenèse	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  et	  dissémina3on	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  des	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Figure 1.8 : Principaux rôles pro-tumoraux des macrophages. 
Les trois principaux mécanismes par lesquels les macrophages favorisent la croissance tumorale 
sont : (1) La promotion de l’angiogénèse : l’hypoxie intratumorale favorise la production de VEGF par 
les macrophages. Ils peuvent aussi produire la métalloprotéase MMP9 qui permet d’augmenter la 
quantité de VEGF biodisponible. (2) L’induction de la capacité migratoire des cellules tumorales : 
sous l’effet du CSF-1 libéré par la tumeur, les macrophages produisent de l’EGF. Ils libèrent aussi 
des protéases de dégradation de la matrice extracellulaire. Enfin, les macrophages aident 
physiquement la migration des cellules tumorales en participant à la formation de TMEM 
(microenvironnement tumoral des métastases). (3) La présence de CSF-1 et d’IL-4 libérés par les 
tumeurs entraine la diminution de l’expression de molécules immunostimulatrices et l’augmentation 
de l’expression de molécules inhibitrices, conduisant à une inhibition de l’activation des LT. 
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induit	   une	   diminution	   de	   la	   croissance	   tumorale	   dans	   différents	  modèles	   de	   tumeurs	  transplantées,	  comme	  les	  mélanomes	  (Gazzaniga	  et	  al.,	  2007),	  les	  cancers	  de	  la	  prostate	  (Halin	  et	  al.,	  2009).	  	  L’action	  pro-­‐tumorale	  des	  macrophages	  est	  généralement	  due	  à	  (1)	  l’induction	  de	  l’angiogenèse,	   (2)	   la	   promotion	   de	   l’invasion	   tissulaire	   et	   leur	   participation	   à	   la	  progression	   métastatique,	   (3)	   la	   création	   d’un	   environnement	   immunosuppresseur	  (Figure	  1.8).	  	  
•	  Dans	   le	  modèle	  précédemment	  décrit	  des	  souris	  PyMT	  Csf1op/Csf1op	  ou	  +/Csf1op,	   il	  a	  été	  mis	  en	  évidence	  que	  les	  macrophages	  participent	  à	  la	  néoangiogenèse	  au	  sein	  de	  la	  tumeur	   (Lin	   et	   al.,	   2006).	   Dans	   un	   premier	   temps,	   il	   a	   été	   observé	   que	   le	   réseau	  vasculaire	  ne	  se	  développait	  pas	  ou	  très	  peu	  dans	  les	  tumeurs	  des	  souris	  Csf1op/Csf1op,	  tumeurs	  dans	  lesquelles	  peu	  de	  macrophages	  sont	  recrutés.	  D’autre	  part,	  si	  l’expression	  de	  CSF-­‐1	  est	  induite	  dans	  les	  souris	  +/Csf1op	  au	  moment	  du	  développement	  de	  la	  glande	  mammaire	  (donc	  de	  façon	  plus	  précoce	  et	  indépendante	  de	  la	  progression	  tumorale),	  un	  réseau	   vasculaire	   dense	   apparaît	   dès	   les	   premiers	   stades	   de	   la	   tumeur.	   Cette	  augmentation	  de	  la	  vascularisation	  est	  corrélée	  à	  une	  augmentation	  de	  l’infiltration	  des	  macrophages.	   L’ensemble	   de	   ces	   résultats	   indiquent	   un	   rôle	   des	   macrophages	   dans	  l’angiogenèse	   tumorale,	   rôle	   confirmé	   par	   des	   expériences	   de	   déplétions	   avec	   le	  chlodronate	   encapsulé	   dans	   les	   liposomes	   (Gazzaniga	   et	   al.,	   2007;	   Zeisberger	   et	   al.,	  2006).	  La	  production	  de	  VEGF	  par	  les	  macrophages,	  aussi	  bien	  chez	  la	  souris	  (Lin	  et	  al.,	  2006)	  que	  chez	  l’Homme	  (Leek	  et	  al.,	  2002),	  semble	  être	  le	  principal	  facteur	  responsable	  de	   ce	   rôle	   pro-­‐angiogénique.	   Cette	   production	   est	   augmentée	   via	   le	   facteur	   de	  transcription	  HIF-­‐1α	  dans	  les	  zones	  hypoxiques	  de	  la	  tumeur	  où	  sont	  recrutés	  certains	  macrophages.	  Enfin,	  la	  sécrétion	  de	  la	  métalloprotéase	  MMP9	  par	  les	  macrophages	  dans	  le	   milieu	   extracellulaire	   permet	   la	   libération	   du	   VEGF	   emprisonné	   dans	   la	   matrice	  extracellulaire.	  	  
•	  La	  production	  de	  CSF-­‐1	  par	   les	  cellules	   tumorales	   induit	   la	  production	  du	   facteur	  de	  croissance	  EGF	  par	  les	  macrophages,	  qui	  en	  retour	  augmente	  les	  propriétés	  migratoires	  des	   cellules	   tumorales	   (DeNardo	  et	   al.,	   2009;	  Wyckoff	   et	   al.,	   2004).	  Cette	  migration	  se	  fait	  conjointement	  avec	  les	  macrophages,	  et	  avec	  des	  cellules	  endothéliales,	  formant	  une	  structure	  dénommée	  le	  microenvironnement	  tumoral	  des	  métastases	  (TMEM).	  Dans	   le	  cancer	   du	   sein	   humain,	   en	   corrélation	   avec	   ce	   qui	   est	   décrit	   chez	   la	   souris,	   CSF-­‐1	   est	  exprimé	   par	   les	   cellules	   tumorales	   et	   l’EGF	   l’est	   par	   les	   macrophages.	   De	   plus,	  
	   34	  
l’expression	  du	  récepteur	  à	  l’EGF	  par	  les	  cellules	  tumorales	  est	  un	  marqueur	  de	  mauvais	  pronostic.	   Enfin,	   une	   étude	   réalisée	   sur	   60	   patientes	   souffrant	   d’un	   cancer	   du	   sein	  (métastatique	  pour	  30	  d’entre	  elles	   et	  non	  métastatique	  pour	   les	  30	  autres)	   a	  montré	  une	   plus	   forte	   densité	   des	   TMEM	   dans	   les	   tumeurs	   des	   patientes	   développant	   des	  métastases	  (Robinson	  et	  al.,	  2009).	  La	  densité	  des	  TMEM	  au	  sein	  de	  la	  tumeur	  primaire	  pourrait	   ainsi	   être	   considérée	   comme	   un	   nouveau	   critère	   pronostique.	   Enfin,	   les	  macrophages	  sont	  des	  cellules	  produisant	  des	  protéases	  (cathepsines,	  métalloprotéases,	  protéases	  à	  sérine)	  qui	  participent	  à	   la	  dégradation	  de	   la	  matrice	  extracellulaire.	  Dans	  plusieurs	  modèles	   de	   cancer,	   ces	   protéases	   participent	   à	   l’invasion	   des	   tissus	   par	   les	  cellules	  tumorales	  et	  au	  développement	  de	  métastases.	  	  
•	   D’autre	   part,	   les	   macrophages	   sont	   capables	   d’inhiber	   la	   réponse	   immunitaire	  adaptative	   T	  :	   on	   observe	   une	   diminution	   de	   l’expression	   des	  molécules	   stimulatrices	  (IL-­‐12,	  IL-­‐18,	  TLR,	  IL-­‐1β)	  et	  une	  augmentation	  pour	  les	  molécules	  immunosuppressives	  (arginase,	  IL-­‐10,	  CCL2,	  CCL5)	  (Biswas	  et	  al.,	  2006).	  Des	  concentrations	  élevées	  de	  CSF-­‐1	  ou	   d’IL-­‐4	   dans	   les	   tumeurs	   favorisent	   cette	   modulation	   des	   macrophages	   vers	   un	  phénotype	  suppresseur.	  L’arginase	  est	  une	  des	  molécules	  suppressives	  secrétées	  par	  les	  macrophages.	   Cette	   enzyme	   convertit	   la	   L’arginine	   en	   L-­‐ornithine,	   et	   lorsqu’elle	   est	  libérée	   dans	   le	   milieu	   extracellulaire	   en	   forte	   quantité,	   elle	   entraîne	   la	   déplétion	   du	  milieu	   en	   arginine	   ce	   qui	   a	   pour	   conséquence	   d’inhiber	   la	   prolifération	   des	   LT.	   Cette	  inhibition	  est	  due	  à	  une	  diminution	  de	   l’expression	  de	   la	  chaîne	  CD3ζ	  associée	  au	  TCR	  (Rodriguez	  et	  al.,	  2002),	  et	  de	  certaines	  protéines	  régulatrices	  du	  cycle	  cellulaire	  (cycline	  D3	  et	  la	  kinase	  cycline	  dépendant	  4,	  Cdk4)	  (Rodriguez	  et	  al.,	  2007).	  L’acide	  nitrique	  NO,	  produit	   par	   la	   NO	   synthase	   (NOS),	   peut	   aussi	   être	   libéré	   en	   grande	   quantité	   par	   les	  macrophages	   et	   inhiber	   la	   réponse	   T	   en	   interférant	   dans	   la	   fonction	   des	   facteurs	   de	  transcription	  JAK3	  et	  STAT5	  (Bingisser	  et	  al.,	  1998),	  en	  induisant	  l’apoptose	  des	  LT	  et	  en	  inhibant	  l’expression	  du	  CMH	  II	  par	  les	  cellules	  présentatrices	  de	  l’antigène	  (Harari	  and	  Liao,	  2004).	  	   (3)	  Les	  neutrophiles	  Les	  neutrophiles	  sont	  des	  cellules	  qui	   jouent	  un	  rôle	  primordial	  dans	  la	  défense	  de	  l’organisme	  contre	  les	  infections	  par	  des	  micro-­‐organismes	  et	  qui	  participent	  aussi	  à	  la	  cicatrisation	  des	  blessures.	  	  Ils	  se	  différencient	  à	  partir	  de	  précurseurs	  présents	  dans	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la	   moelle	   osseuse	   puis	   circulent	   dans	   le	   sang.	   S’ils	   détectent	   les	   signes	   d’une	  inflammation,	  ils	  sortent	  des	  vaisseaux	  sanguins	  par	  extravasation	  et	  se	  rendent	  dans	  les	  tissus	  concernés.	  Sur	  place,	  les	  signaux	  inflammatoires	  et	  microbiens	  les	  activent,	  et	  ils	  vont	  pouvoir	  phagocyter	   les	  corps	  étrangers	  et	   les	  détruire	  grâce	  à	   tout	  un	  arsenal	  de	  molécules	   destructrices.	   Après	   phagocytose,	   les	   particules	   microbiennes	   se	   trouvent	  dans	   les	   phagosomes	   puis	   dans	   les	   phagolysosomes	   où	   sont	   présentes	   la	   NAPDPH	  oxydase,	   la	   superoxyde	   dismutase	   (SOD)	   et	   la	   myélopéroxidase	   (MPO).	   Ces	   enzymes	  produisent	   des	   dérivés	   toxiques	   de	   l’oxygène	  :	   l’ion	   superoxide	   (O2-­‐),	   le	   peroxyde	  d’hydrogène	  (H2O2)	  et	  l’acide	  hypochloreux	  (HOCl)	  respectivement.	  Ces	  ROS	  participent	  à	  la	  dégradation	  des	  membranes	  et	  des	  composants	  du	  microorganisme	  phagocyté.	  Les	  autres	   molécules	   de	   destruction	   sont	   contenues	   dans	   des	   granules	   (Amulic	   et	   al.,	  2011)	  	  qui	  peuvent	  par	   la	   suite	   fusionner	  avec	   la	  membrane	  plasmique	  et	   libérer	   leur	  contenu	  dans	   le	  milieu	  extracellulaire.	  Trois	   types	  de	  granules	  sont	  présentes	  dans	   les	  neutrophiles	  :	  (1)	  les	  granules	  primaires	  ou	  azurophiles	  contenant	  la	  myélopéroxydase,	  des	   sérines	   protéases	   comme	   l’élastase	   neutrophile	   (NE),	   et	   des	   molécules	  antimicrobiennes	  comme	  le	   lysozyme	  et	   les	  défensines	  (2)	  les	  granules	  secondaires	  ou	  spécifiques	  qui	  renferment	   la	   lactoferrine	  et	  d’autres	  composés	  antimicrobiens	  dont	   le	  lysozyme	  (3)	   les	  granules	   tertiaires	  qui	  contiennent	  des	  métalloprotéases,	  enzymes	  de	  dégradation	  de	  la	  matrice	  extracellulaire	  (MMP	  :	  matrix	  metalloprotease)	  comme	  MMP9	  (ou	   gélatinase),	   MMP8	   (ou	   collagénase	   neutrophile)	   et	   MMP25	   (leukolysine).	   Des	  vésicules	  de	  sécrétion,	  qui	  contrairement	  aux	  précédentes	  ne	  se	  forment	  pas	  à	  partir	  du	  golgi	  mais	  par	  endocytose	  au	  niveau	  de	  la	  membrane	  plasmique,	  sont	  aussi	  considérées	  comme	   des	   granules	   dans	   les	   neutrophiles.	   Elles	   contiennent	   principalement	   des	  protéines	   de	   la	   membrane	   plasmique	   et	   serviraient	   de	   réservoir	   pour	   les	   molécules	  impliquées	  dans	  la	  migration	  des	  neutrophiles.	  Les	   neutrophiles	   ont	   été	   peu	   étudiés	   dans	   le	   développement	   tumoral.	   Ils	   sont	  pourtant	   recrutés	   au	   sein	   des	   tumeurs	   et	   ils	   semblent	   y	   exercer	   des	   effets	   non	  négligeables.	  Le	  foyer	  tumoral	  est	  un	  lieu	  d’inflammation,	  ainsi	  différentes	  chimiokines	  présentes	   dans	   ce	   microenvironnement	   vont	   y	   attirer	   les	   neutrophiles.	   Ces	   signaux	  attractants	  sont	  produits	  par	  les	  cellules	  stromales	  mais	  certains,	  comme	  l’interleukine	  9	  peuvent	   aussi	   l’être	   par	   les	   cellules	   tumorales	   elles-­‐mêmes	   (Bellocq	   et	   al.,	   1998;	  Sparmann	  and	  Bar-­‐Sagi,	  2004).	  L’influence	  de	  cette	   infiltration	  des	  neutrophiles	  sur	   la	  survie	  des	  patients	  atteints	  d’un	  cancer	  a	  été	  étudiée,	  et	  il	  a	  été	  mis	  en	  évidence	  que	  leur	  
Figure 1.9 : Deux états d’activation des neutrophiles : N1 anti-tumoral et N2 
pro-tumoral. 
Un neutrophile mature peut être activé de deux façons en fonction de l’environnement 
dans lequel il se trouve. La présence de TGFβ dans l’environnement tumoral va favoriser 
une activation de type N2, favorisant le développement tumoral. Si la voie de signalisation 
du TGFβ est inhibée, les neutrophiles présentent alors un état d’activation N1 avec des 
fonctions anti-tumorales. 
Adapté de : Fridlender, Z.G. et al, Cell 2009 
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présence	  était	  associée	  à	  un	  mauvais	  pronostic	  dans	  les	  carcinomes	  bronchoalvéolaires	  (Bellocq	   et	   al.,	   1998)	   et	   les	   cancers	   du	   rein	   (Jensen	   et	   al.,	   2009).	   Les	   neutrophiles	  infiltrant	   les	   tumeurs	   joueraient	  donc	  un	   rôle	  pro-­‐tumoral.	   Les	  premières	  expériences	  visant	  à	  étudier	   le	   rôle	  des	  neutrophiles	  dans	   la	   croissance	   tumorale	  par	  déplétion	  de	  cette	  population	  chez	   la	   souris	  ont	  été	  effectuées	  avec	  des	  anticorps	  anti-­‐récepteur	  de	  granulocyte	  1	  (Gr1).	  La	  croissance	  des	  tumeurs	  qui	  se	  développent	  dans	  les	  souris	  après	  déplétion	  des	  cellules	  Gr1+	  est	  ralentie,	  indiquant	  là	  aussi	  une	  fonction	  pro-­‐tumorale	  des	  neutrophiles	   (Pekarek	   et	   al.,	   1995;	   Sparmann	   and	   Bar-­‐Sagi,	   2004).	   Cependant,	   les	  anticorps	   anti-­‐Gr1	   reconnaissent	   deux	  marqueurs	  :	   Ly6G	   et	   Ly6C.	   Si	   Ly6G	   est	   en	   effet	  considéré	  comme	  un	  marqueur	  spécifique	  des	  neutrophiles	  (Daley	  et	  al.,	  2008),	  Ly6C	  est	  exprimé	   sur	   d’autres	   types	   cellules	   (monocytes,	   cellules	   dendritiques	   inflammatoires	  notamment),	   et	   ces	   résultats	   sont	   donc	   à	   prendre	   avec	   précaution.	  Une	   récente	   étude	  dans	   laquelle	   les	   neutrophiles	   ont	   été	   déplétés	   par	   injection	   d’anticorps	   anti-­‐Ly6G	  directement	   dans	   la	   tumeur	   a	   confirmé	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral	   des	   neutrophiles	  (Fridlender	  et	  al.,	  2009)	  :	  les	  tumeurs	  poussent	  significativement	  plus	  lentement	  lorsque	  les	   neutrophiles	   sont	   absents.	   Mais	   de	   façon	   intéressante,	   lorsque	   cette	   déplétion	   est	  effectuée	  après	  avoir	  traité	  les	  souris	  avec	  SM16,	  un	  inhibiteur	  du	  récepteur	  au	  TGFβ	  de	  type	   I,	   l’effet	   inverse	   est	   observé	  :	   les	   tumeurs	   poussent	   plus	   rapidement.	   Les	  neutrophiles	   infiltrant	   les	   tumeurs	   des	   souris	   traitées	   avec	   le	   SM16	   sont	   capables	   de	  	  lyser	   les	   cellules	   tumorales	   via	   la	   production	   de	   ROS,	   et	   présentent	   un	   profil	   d’ARN	  messagers	   immunostimulateur	  (expression	   élevée	   du	   TNF-­‐α	   et	   faible	   expression	   de	  l’arginase).	   L’inverse	   est	   observé	   pour	   les	   neutrophiles	   présents	   dans	   les	   tumeurs	   de	  souris	   non	   traitées	   au	   SM16.	   Les	   auteurs	   ont	   ainsi	   montré	   que	   les	   neutrophiles	  pouvaient	  avoir,	  comme	  cela	  a	  été	  décrit	  pour	  les	  macrophages,	  deux	  états	  d’activation	  appelés	  «	  N1	  »	  et	  «	  N2	  »	  en	  fonction	  des	  signaux	  qu’ils	  reçoivent	  (figure	  1.9).	  	  Les	   effets	   pro-­‐tumoraux	   exercés	   par	   les	   neutrophiles	   peuvent	   être	   dus	   à	  l’induction	  (1)	  d’un	  environnement	  pro-­‐inflammatoire,	  (2)	  de	  mutations	  génétiques,	  (3)	  de	   l’angiogenèse,	   (4)	   des	   capacités	   métastatiques	   des	   cellules	   tumorales,	   (5)	   de	   la	  prolifération	  cellulaire	  ou	  (6)	  à	  une	  inhibition	  de	  l’immunité	  adaptative	  T.	  Les	  ROS,	   les	  cytokines	   et	   les	   diverses	   enzymes	   protéolytiques	   produites	   et	   sécrétées	   par	   les	  neutrophiles	  sont	  les	  acteurs	  moléculaires	  impliqués	  dans	  leur	  rôle	  pro-­‐tumoral	  (figure	  
1.10)	  (Amulic	  et	  al.,	  2011;	  Gregory	  and	  Houghton,	  2011;	  Mantovani	  et	  al.,	  2011).	  	  
Figure 1.10 : Rôles pro-tumoraux des neutrophiles, indépendants de la réponse 
immunitaire spécifique. 
Les neutrophiles peuvent avoir des fonctions pro-tumorales de différentes façons : recrutement 
de cellules inflammatoires, invasion et dissémination métastatique, angiogenèse, prolifération, 
induction de mutations dans l’ADN. Les neutrophiles peuvent aussi inhiber l’activation des LT, ce 
qui n’est pas représenté sur le schéma. 
Adapté de Gregory, A. et McGarry Houghton, A., Cancer Research, 2011 
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•	  Les	  neutrophiles	  peuvent	  sécréter	  des	  molécules	  pro-­‐inflammatoires	  comme	  l’IL-­‐1β,	  le	  TNF-­‐α,	   l’IL-­‐6	   et	   l’IL-­‐12,	   recrutant	   et	   modulant	   la	   fonction	   de	   nouvelles	   cellules	  inflammatoires,	  maintenant	  ainsi	  l’état	  inflammatoire	  pro-­‐tumoral.	  
•	  Les	  dérivés	  réactifs	  de	  l’oxygène	  produits	  par	  les	  neutrophiles,	  de	  la	  même	  façon	  qu’ils	  causent	   des	   dommages	   aux	   microorganismes,	   vont	   induire	   des	   dommages	   dans	   les	  cellules	   tumorales.	   Il	   a	   été	   montré	   que	   cela	   pouvait	   conduire	   à	   la	   lyse	   des	   cellules	  tumorales	  (Dallegri	  et	  al.,	  1991),	  ou	  au	  contraire	  à	  une	  instabilité	  génétique	  favorisant	  la	  progression	  tumorale.	  Les	  ROS	  induisent	  en	  effet	  des	  mutations	  dans	  l’ADN	  (Gungor	  et	  al.,	  2010;	  Knaapen	  et	  al.,	  2006),	  augmentant	  l’hétérogénéité	  de	  la	  population	  de	  cellules	  tumorales	   et	   permettant	   l’apparition	   de	   nouvelles	   mutations	   dont	   certaines	   peuvent	  apporter	  un	  avantage	  sélectif.	  
•	  Tout	   comme	  nous	   l’avons	  vu	  précédemment	  pour	   les	  macrophages,	   les	  neutrophiles	  secrètent	  la	  métalloprotéase	  MMP9	  qui	  augmente	  la	  biodisponibilité	  du	  VEGF	  piégé	  dans	  la	  MEC,	  induisant	  ainsi	  l’angiogenèse	  tumorale	  (Nozawa	  et	  al.,	  2006).	  	  
•	   Les	   neutrophiles	   peuvent	   favoriser	   la	   migration	   des	   cellules	   de	   mélanome	   et	   leur	  intravasation	  dans	  les	  vaisseaux	  sanguins	  en	  adhérant	  à	  l’épithélium	  vasculaire,	  servant	  de	   point	   d’ancrage	   aux	   cellules	   cancéreuses.	   Une	   surexpression	   de	   l’intégrine	   β2	   est	  induite	   sur	   les	   neutrophiles	   via	   l’IL-­‐8	   sécrétée	   par	   les	   cellules	   tumorales.	   Celles-­‐ci	  peuvent	  alors	  interagir	  avec	  les	  neutrophiles	  grâce	  aux	  molécules	  d’ICAM-­‐1	  exprimées	  à	  leur	  surface.	  Dans	  le	  cas	  du	  carcinome	  hépatocellulaire,	   il	  a	  été	  montré	  que	  les	  cellules	  tumorales	  induisent	  la	  sécrétion	  du	  facteur	  de	  croissance	  HGF	  (facteur	  de	  croissance	  des	  hépatocytes	   ou	   hepatocyte	   growth	   factor)	   par	   les	   neutrophiles,	   ce	   qui	   a	   pour	  conséquence	   d’augmenter	   la	   capacité	   migratoire	   des	   cellules	   tumorales	   (Imai	   et	   al.,	  2005).	   Dans	   le	   cancer	   du	   sein,	   les	   cellules	   tumorales,	   par	   la	   production	   de	   GM-­‐CSF,	  induisent	   la	   sécrétion	   de	   l’oncostatine	  M	   par	   les	   neutrophiles.	   Cette	  molécule	   agit	   en	  retour	  sur	   les	  cellules	  malignes	  en	  augmentant	   leur	  sécrétion	  de	  VEGF	  et	   leur	  pouvoir	  invasif	   (Queen	   et	   al.,	   2005).	   Les	   diverses	   protéases	   libérées	   par	   les	   neutrophiles	  participent	  à	  la	  dégradation	  de	  la	  matrice	  extracellulaire	  (MEC)	  favorisant	  la	  migration	  des	  cellules	  tumorales.	  
•	  L’élastase	  participe	  quant	  à	  elle	  à	  la	  prolifération	  des	  cellules	  tumorales	  dans	  le	  cas	  du	  cancer	   du	   poumon	   (Houghton	   et	   al.,	   2010).	   Après	   sa	   libération,	   elle	   peut	   être	  internalisée	   par	   les	   cellules	   cancéreuses,	   atteindre	   des	   compartiments	   endosomaux	  spécifiques	   dans	   lesquels	   elle	   dégrade	   la	   molécule	   IRS-­‐1	   (substrat	   du	   récepteur	   à	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l’insuline	  1).	  IRS-­‐1	  est	  un	  inhibiteur	  de	  la	  voie	  de	  la	  phosphoinositide-­‐3	  kinase	  (PI3K)	  :	  il	  bloque	  l’interaction	  de	  cette	  kinase	  avec	  certains	  récepteurs	  aux	  facteurs	  de	  croissance,	  et	   dans	   ce	   cas-­‐ci	   avec	   le	   récepteur	   au	   PDGF	   (platelet-­‐derived	   growth	   factor).	   Ainsi,	  l’hydrolyse	  de	  l’IRS-­‐1	  par	  l’élastase	  va	  permettre	  d’augmenter	  la	  transduction	  du	  signal	  via	  la	  voie	  de	  la	  PI3K,	  aboutissant	  à	  une	  augmentation	  de	  la	  prolifération	  cellulaire.	  	  
•	  Enfin,	  les	  neutrophiles	  peuvent	  inhiber	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  par	  la	  sécrétion	  de	   l’arginase	   et	   du	  NO,	   selon	   les	  mêmes	  mécanismes	   que	   ceux	   décrits	   précédemment	  pour	  les	  macrophages	  M2.	  Des	  neutrophiles	  produisant	  de	  l’IL-­‐10	  et	  capables	  d’inhiber	  l’activation	  des	   lymphocytes	  T	   ont	   aussi	   été	  mis	   en	   évidence	  dans	   le	   sang	  de	  patients	  atteints	  de	  mélanomes	  (De	  Santo	  et	  al.,	  2010).	  	   (4)	  Les	  cellules	  myéloïdes	  suppressives	  (MDSCs)	  	   Les	  cellules	  myéloïdes	  suppressives	  (MDSCs)	  ont	  été	  définies	  comme	  des	  cellules	  myéloïdes	  immatures	  possédant	  la	  capacité	  d’inhiber	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T.	  La	  population	  des	  MDSCs	  est	  hétérogène,	  et	  on	  distingue	  principalement	  les	  MDSCs	  de	  type	  granulocytique	  	  (noyau	  polylobé)	  et	  les	  MDSCs	  de	  type	  monocytique	  (Gabrilovich	  et	  al.,	  2012).	   Il	   est	   pourtant	   difficile	   de	   savoir	   si	   les	   MDSCs	   sont	   des	   cellules	   réellement	  distinctes	   des	   granulocytes	   neutrophiles	   ou	   des	  macrophages	   qui	   auraient	   acquis	   des	  fonctions	   immunosuppressives.	   Selon	   les	   revues,	   ces	   populations	   cellulaires	   sont	  présentées	   comme	   une	   population	   de	   cellules	   à	   part	   entière	   distincte	   des	   autres	  populations	  myéloïdes	   (Gabrilovich	   et	   al.,	   2012;	   Youn	   and	   Gabrilovich,	   2010)	   ou	   sont	  décrites	   comme	   une	   population	   de	   neutrophiles	   ou	   de	   macrophages	   (par	   exemple)	  altérés	   phénotypiquement	   et	   fonctionnellement	   par	   la	   tumeur	   et	   les	   facteurs	   qu’ils	  sécrètent	  (Amulic	  et	  al.,	  2011;	  Fridlender	  et	  al.,	  2012;	  Galli	  et	  al.,	  2011).	  Certains	  auteurs	  présentent	  même	   les	  MDSCs	   comme	   l’ensemble	  des	  monocytes,	  macrophages,	   cellules	  dendritiques,	   neutrophiles	   et	   précurseurs	   myéloïdes	   immatures	   qui	   possèdent	   la	  capacité	  d’inhiber	  une	  réponse	  immunitaire	  spécifique	  (Gabrilovich	  et	  al.,	  2012;	  Ueha	  et	  al.,	   2011).	   Les	   travaux	   sur	   les	   MDSCs	   ont	   par	   la	   suite	   montré	   que	   leurs	   effets	   pro-­‐tumoraux	  n’étaient	  pas	  limités	  à	  leur	  capacité	  à	  inhiber	  la	  réponse	  immunitaire	  T	  mais	  qu’elles	  participaient	   aussi	   à	   l’induction	  d’un	   environnement	   favorable	   à	   la	   croissance	  tumorale.	   Les	   nombreux	   mécanismes	   qu’elles	   possèdent	   pour	   faire	   cela	   reflètent	  l’hétérogénéité	  de	  ces	  populations.	  De	  nombreux	  travaux	  de	  recherche	  ont	  porté	  sur	  le	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rôle	   des	   «	  MDSCs	  »	   dans	   le	   développement	   des	   tumeurs	   au	   sein	   desquelles	   elles	  s’accumulent.	  Nous	  allons	  donc,	  à	  partir	  de	  ces	  études,	  décrire	  ce	  que	  sont	  ces	  cellules	  et	  quelles	  sont	  leurs	  actions	  immunosuppressives	  et	  pro-­‐tumorales.	  	  Les	   marqueurs	   permettant	   de	   mettre	   en	   évidence	   les	   MDSCs	   chez	   la	   souris	   sont	  :	   le	  marqueur	  myéloïde	  CD11b	  et	  le	  marqueur	  Ly6C.	  Les	  MDSCs	  granulocytiques	  expriment	  en	   plus	   le	   marqueur	   spécifique	   des	   neutrophiles	   Ly6G	   et	   sont	   donc	  CD11b+/Ly6C+/Ly6G+,	  alors	  que	  les	  MDSCs	  monocytiques	  sont	  CD11b+/Ly6C+/	  Ly6G-­‐.	  Ces	  cellules	  expriment	  aussi	   le	   récepteur	  au	  CSF	  (CD115),	  au	  M-­‐CSF	  (CD80)	  et	  à	   l’IL-­‐4	  (CD124).	  Il	  n’existe	  pas	  d’équivalent	  de	  Gr1	  (Ly6G	  et	  Ly6C)	  chez	  l’Homme,	  et	  les	  MDSCs	  sont	  principalement	  caractérisées	  par	  l’expression	  de	  CD11b	  en	  l’absence	  du	  marqueur	  CD14	  (marqueur	  exprimé	  par	   les	  macrophages	  et	  monocytes).	  Ce	  phénotype	  peut	  être	  précisé	   par	   l’expression	   du	   marqueur	   myéloïde	   commun	   CD33,	   en	   l’absence	   des	  marqueurs	  de	  lignées	  (LIN-­‐)	  et	  du	  CHM	  II	  (HLA-­‐DR-­‐)	  (Gabrilovich	  and	  Nagaraj,	  2009).	  	  Dans	  les	  souris	  saines,	  les	  cellules	  correspondant	  phénotypiquement	  aux	  MDSCs	  sont	  appelées	  cellules	  myéloïdes	  immatures	  (IMCs).	  Elles	  sont	  principalement	  localisées	  dans	   la	   moelle	   osseuse	   où	   elles	   représentent	   20	   à	   30%	   des	   cellules	   et	   n’ont	   pas	   de	  propriétés	   immunosuppressives.	   On	   en	   trouve	   un	   faible	   pourcentage	   dans	   la	   rate	   (2-­‐4%)	   et	   elles	   sont	   absentes	   des	   ganglions	   lymphatiques.	   Les	   IMCs	   se	   différencient	  rapidement	   en	   DCs,	   granulocytes	   ou	   macrophages.	   La	   découverte	   des	   MDSCs	   a	   tout	  d’abord	  été	  faite	  dans	  les	  souris	  portant	  des	  tumeurs	  (Bunt	  et	  al.,	  2007;	  Fu	  et	  al.,	  1990;	  Song	  et	  al.,	  2005;	  Young	  et	  al.,	  1996;	  Young	  et	  al.,	  1991).	  Dans	   la	  plupart	  des	  modèles	  tumoraux,	   ces	  populations	  myéloïdes	   s’accumulent	  dans	   la	  moelle	  osseuse,	   la	   rate	   (où	  elles	  représentent	  alors	  20	  à	  40%	  des	  cellules)	  et	  la	  tumeur.	  On	  remarque	  que	  les	  MDSCs	  granulocytiques	   sont	   les	   plus	   représentées	   puisqu’elles	   constituent	   80%	   des	   MDSCs	  totales	  dans	   les	   souris	  développant	  un	  cancer.	  D’autre	  part,	   il	   est	   intéressant	  de	  noter	  que	  les	  MDSCs	  monocytiques	  peuvent	  se	  différencier	  en	  macrophages	  (de	  type	  M2)	  ou	  en	  cellules	  dendritiques	  après	  avoir	  infiltré	  la	  tumeur,	  alors	  que	  les	  MDSCs	  granulocytes	  conservent	   leur	   état	   immature	   (Corzo	   et	   al.,	   2010).	   Les	   patients	   atteints	   de	   divers	  cancers	  présentent	  aussi	  une	  augmentation	  du	  nombre	  de	  MDSCs	  dans	  le	  sang,	  jusqu’à	  dix	  fois	  supérieur	  à	  ce	  qui	  est	  observé	  chez	  un	  patient	  sain	  (Almand	  et	  al.,	  2001;	  Ochoa	  et	  al.,	  2007).	  Une	  étude	  réalisée	  sur	  106	  patients	  présentant	  différentes	  tumeurs	  solides	  a	  confirmé	  cette	  surreprésentation	  des	  MDSCs	  dans	  le	  sang	  des	  patients,	  et	  a	  de	  plus	  mis	  en	  évidence	  une	  corrélation	  entre	  le	  nombre	  de	  MDSCs	  chez	  les	  patients	  et	   le	  stade	  de	  
Figure 1.11 : Induction de la prolifération et de l’activation des MDSCs 
La prolifération des MDSCs peut être induite par certains facteurs produits par les cellules 
tumorales comme l’IL-6, l’IL-10, le GM-CSF, le M-CSF, le G-CSF et le VEGF. Ces facteurs 
induisent l’activation du facteur de transcription STAT3 qui initie la prolifération cellulaire.  
Des facteurs secrétés par les cellules stromales et tumorales (IL-4, IL-13, IFNγ, IL-1β) 
induisent une voie de signalisation aboutissant à l’activation de STAT1 et de STAT6 dans les 
MDSCs. Cette voie entraine l’activation des MDSCs qui se traduit par l’expression de 
molécules immunosuppressives : TGFβ, arginase et iNOS. 
Certains facteurs microbiens, reconnus par les TLRs, peuvent aussi induire l’activation des 
MDSCs, via le facteur de transcription NF-κB. Cette voie a aussi pour finalité l’expression de 
molécules immunosuppressives (arginase et iNOS).. 
Adapté de Gabrilovich, D.I. and Nagaraj, S. Nat Rev Imm 2009 
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leur	  cancer,	  avec	  une	  augmentation	  des	  MDSCs	  chez	  les	  patients	  atteints	  d’un	  cancer	  à	  un	  stade	  avancé.	  De	  plus,	  parmi	  les	  patients	  ayant	  un	  cancer	  de	  stade	  IV,	  une	  corrélation	  a	   été	   observée	   entre	   le	   taux	   de	   MDSCs	   et	   le	   développement	   de	   métastases	   (Diaz-­‐Montero	  et	  al.,	  2009).	  	  	  La	   prolifération	   et	   l’activation	   des	   MDSCs	   dans	   les	   souris	   développant	   des	  tumeurs	  sont	  dues	  à	   (figure1.11):	   (1)	  des	   facteurs	  produits	  par	   les	  cellules	   tumorales	  elles-­‐mêmes	   qui	   induiront	   la	   prolifération	   des	   cellules	   myéloïdes	   immatures	   dans	   la	  moelle	   osseuse	   tout	   en	   inhibant	   leur	   différenciation	   en	   cellules	   myéloïdes	   matures	  «	  classiques	  »,	  (2)	  des	  facteurs	  produits	  par	  les	  cellules	  du	  stroma	  tumoral,	  dont	  les	  LT,	  qui	   sont	   pour	   leur	   part	   impliqués	   dans	   l’activation	   des	   MDSCs.	   Parmi	   les	   facteurs	  tumoraux	   induisant	   l’expansion	   des	   MDSCs,	   se	   trouvent	  :	   les	   prostaglandines,	   le	   SCF	  (stem	   cell	   factor),	   le	   GM-­‐CSF	   (Granulocyte/Macrophage	   CSF)	   et	   le	   VEGF	   (vascular	  endothelial	  growth	  factor).	  En	  aval	  des	  voies	  de	  signalisation	  induites	  par	  ces	  facteurs,	  le	  facteur	  de	  transcription	  STAT3	  (signal	  transducer	  and	  activator	  of	  transciption	  3)	  est	  le	  principal	   inducteur	   de	   la	   survie	   et	   de	   la	   prolifération	   des	   MDSCs.	   L’acquisition	   de	  l’activité	   suppressive	   des	  MDSCs	   nécessite	   une	   activation	   de	   ces	   cellules	   par	   d’autres	  facteurs	  :	  ligands	  des	  TLRs,	  IFNγ,	  TGFβ,	  IL-­‐3,	  IL-­‐4,	  qui	  induiront	  l’activation	  des	  facteurs	  de	   transcription	  STAT1,	   STAT6	  et	  NFκB	   (nuclear	   factor	  κB).	  Ces	   facteurs	  vont	   ensuite	  permettre	  l’expression	  des	  diverses	  molécules	  secrétées	  par	  les	  MDSCs	  et	  responsables	  notamment	  de	  l’inhibition	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  T.	  	   La	   caractéristique	   principale	   des	   MDSCs,	   en	   plus	   des	   critères	   phénotypiques	  décrits	   précédemment,	   est	   leur	   capacité	   à	   inhiber	   l’activité	   anti-­‐tumorale	   des	  lymphocytes	  T	   et	   des	   cellules	  NK	   (Gabrilovich	   et	   al.,	   2007).	   L’inhibition	  de	   la	   réponse	  immunitaire	  est	  donc	  l’un	  des	  rôles	  pro-­‐tumoraux	  joué	  par	  les	  MDSCs,	  mais	  ce	  n’est	  pas	  le	   seul,	   puisqu’elles	   sont	   aussi	   capables	   de	   stimuler	   l’angiogenèse	   tumorale	   et	   la	  dissémination	  métastatique.	  	  
•	   Le	   mécanisme	   d’inhibition	   de	   l’activation	   des	   lymphocytes	   T	   diffèrera	   selon	   la	  population	   de	   MDSCs	   concernée.	   En	   effet	   les	   deux	   sous-­‐types,	   granulocytique	   et	  monocytique,	   n’expriment	   pas	   les	   mêmes	   enzymes	   productrices	   de	   substances	  suppressives	   (figure	   1.12	   A).	   Ainsi,	   les	   MDSCs	   granulocytiques	   secrètent	   de	   grandes	  quantités	  de	  ROS	  et	  de	   faibles	  quantités	  de	  NO,	  alors	  que	   l’inverse	  est	  observé	  pour	   la	  population	  de	  type	  monocytique.	  En	  revanche,	  le	  niveau	  d’expression	  de	  l’arginase	  1	  est	  identique.	   Pourtant,	   in	   vitro,	   les	   deux	   groupes	   de	   MDSCs	   montrent	   une	   capacité	  
A.	  
B.	  
Figure 1.12 : Les populations de MDSCs et leurs mécanismes immunosuppresseurs. 
A. Dans la tumeur, 70 à 80% des MDSCs sont de type granulocytique, elles produisent principalement 
des ROS et expriment l’arginase. Les MDSCs monocytiques produisent principalement du NO et 
expriment aussi l’arginase. Ces dernières peuvent se différencier en DCs et macrophages. B. Les 
mécanismes d’inhibition de la réponse immunitaire T sont principalement spécifiques de l’antigène dans 
les organes périphériques : les MDSCs présentent l’antigène via le CMH-I aux LT et inhibent l’activation 
des T spécifiques qui interagissent avec elles par la production de péroxynitrite (ONOO-). Dans les 
tumeurs, en revanche, le mécanisme d’inhibition est non spécifique de l’antigène et passe par la 
sécrétion de facteurs solubles (arginase et NO principalement) qui agissent à distance sans nécessiter 
de contact direct. Ces MDSCs peuvent se différencier en macrophages qui produisent ou du NO ou de 
l’arginase et peuvent aussi sécréter des cytokines suppressives. Gabrilovich, D.I. and Nagaraj, S. Nat 
Rev Imm 2009 
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identique	  à	  inhiber	  la	  réponse	  T	  spécifique	  de	  l’antigène.	  Cette	  inhibition	  nécessite	  dans	  certains	   cas	   un	   contact	   cellulaire	   direct,	   indiquant	   soit	   l’existence	   d’une	   interaction	  physique	  entre	  la	  MDSC	  et	  le	  LT,	  soit	   la	  nécessité	  d’une	  forte	  proximité	  en	  raison	  de	  la	  libération	  de	  molécules	  à	  très	  courte	  durée	  de	  vie.	  De	  plus,	  l’inhibition	  de	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T	   induite	  par	   les	  MDSCs	  peut	  être	  spécifique	  (Gabrilovich	  et	  al.,	  2001)	  ou	  non	   (Kusmartsev	  et	   al.,	   2000;	  Watanabe	  et	   al.,	   2008)	  de	   l’antigène	   (Figure	   1.12	   B).	   Il	  semble	  que	  dans	  les	  organes	  lymphoïdes,	  l’inhibition	  serait	  spécifique	  de	  l’antigène	  :	  les	  MDSCs	   capturent	   et	   présentent	   les	   antigènes	   puis	   entrent	   en	   contact	   avec	   des	   LT	  spécifiques	   qu’elles	   inhibent	   par	   la	   production	   de	   péroxynitrite	   (ONOO-­‐,	   issu	   de	   la	  réaction	  entre	  le	  NO	  et	  l’ion	  superoxyde).	  En	  revanche	  dans	  les	  tumeurs,	  les	  mécanismes	  d’inhibition	  seraient	  indépendants	  de	  l’antigène	  :	  les	  MDSCs	  induiraient	  une	  suppression	  générale	  et	  locale	  des	  LT	  infiltrant	  la	  tumeur	  par	  production	  de	  molécules	  suppressives	  comme	   l’arginase	   et	   le	   NO.	   D’autre	   part,	   il	   a	   été	  montré	   que	   ces	  MDSCs	   pouvaient	   se	  différencier	  en	  macrophages	  au	  sein	  de	  la	  tumeur	  (Kusmartsev	  and	  Gabrilovich,	  2005).	  Ceux-­‐ci	  participent	  à	  l’inhibition	  non	  spécifique	  des	  LT	  par	  production	  d’arginase	  ou	  de	  NO,	   mais	   aussi	   de	   cytokines	   suppressives.	   Nous	   avons	   discuté	   précédemment	   des	  mécanismes	   par	   lesquels	   la	   déplétion	   de	   l’arginine	   par	   la	   sécrétion	   de	   l’arginase	   1,	   la	  production	   de	   NO	   par	   la	   NOS	   et	   la	   production	   des	   ROS	   induisent	   l’inhibition	   de	   la	  prolifération	  et	  de	   l’activation	  des	   lymphocytes	  T.	  L’importance	  des	  ROS	  est	   soulignée	  par	   le	   fait	   que	   dans	   certains	   modèles,	   l’inhibition	   de	   la	   production	   des	   ROS	   par	   les	  MDSCs	   inhibe	   complètement	   la	   suppression	  de	   l’activation	  des	   lymphocytes	  T	   in	  vitro	  (Kusmartsev	   et	   al.,	   2004).	   Enfin,	   les	   MDSCs	   peuvent	   aussi	   participer	   à	   l’induction	   de	  lymphocytes	  T	  régulateurs	   in	  vivo,	   inhibant	  ainsi	  de	   façon	   indirecte	   l’activation	  des	  LT	  (Yang	  et	  al.,	  2006).	  
•	   Les	   cellules	   myéloïdes	   suppressives	   jouent	   aussi	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral	   par	   la	  modification	   du	   microenvironnement	   tumoral,	   et	   plus	   particulièrement	   en	   favorisant	  l’angiogenèse.	  BV8	  est	  une	  cytokine	  qui	  peut	  induire	  la	  prolifération	  des	  MDSCs	  dans	  la	  moelle	   osseuse	   ainsi	   que	   leur	   recrutement	   au	   sein	   de	   la	   tumeur.	   Si	   des	   souris	   sont	  traitées	   avec	   un	   anticorps	   anti-­‐BV8,	   on	   observe	   une	   inhibition	   du	   recrutement	   des	  MDSCs	  au	  site	  tumoral	  et	  le	  développement	  d’un	  réseau	  vasculaire	  moins	  dense	  (Shojaei	  et	   al.,	   2007).	  D’autre	   part,	   si	   les	  MDSCs	   purifiées	   d’une	   tumeur	   sont	   co-­‐injectées	   dans	  une	   souris	   saine	   avec	   des	   cellules	   tumorales	   (lignée	   MC26,	   cancer	   colorectal),	   la	  vascularisation	   de	   la	   tumeur	   qui	   se	   développe	   est	   plus	   importante	   que	   lorsque	   les	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cellules	  tumorales	  sont	  injectées	  seules	  (Yang	  et	  al.,	  2004).	  Dans	  cette	  même	  étude,	  il	  est	  montré	  que	  cet	  effet	  est	  dépendant	  de	   la	  sécrétion	  de	  MMP9	  et	   les	  auteurs	  confirment	  que	   cette	   métalloprotéase	   augmente	   la	   biodisponibilité	   du	   VEGF,	   induisant	   ainsi	   une	  angiogenèse	   tumorale	   plus	   importante.	   Une	   autre	   observation	   est	   que	   les	   MDSCs	  semblent	   promouvoir	   la	   formation	   des	   nouveaux	   vaisseaux	   sanguins	   en	   s’intégrant	  directement	   dans	   la	   paroi	   des	   capillaires	   intratumoraux	   et	   même	   en	   adoptant	   des	  caractéristiques	   propres	   aux	   cellules	   endothéliales	   (forme,	   expression	   de	   CD31).	   Les	  MDSCs	  semblent	  ainsi	  participer	  à	  la	  construction	  et/ou	  au	  renforcement	  des	  nouveaux	  vaisseaux.	  	  
•	   Les	   MDSCs	   exercent	   aussi	   un	   rôle	   pro-­‐métastatique,	   qui	   serait	   dépendant	   de	   la	  production	  de	  métalloprotéases	  MMP	  par	  ces	   cellules.	  Dans	  deux	  modèles	  de	   tumeurs	  mammaires,	   il	   a	   été	   montré	   que	   le	   recrutement	   des	   cellules	   CD11b+	   Gr1+	   se	   faisait	  principalement	  au	  front	  d’invasion	  de	  la	  tumeur,	  et	  si	  ce	  recrutement	  est	  augmenté,	  les	  cellules	   tumorales	   sont	   plus	   invasives	   et	   plus	   de	   métastases	   pulmonaires	   se	  développent.	   Par	   ailleurs,	   la	   co-­‐injection	   des	   cellules	   tumorales	   avec	   les	   MDSCs	  (purifiées	   de	   tumeurs	   mammaires)	   entraine	   un	   développement	   métastatique	   plus	  important	  (Yang	  et	  al.,	  2008).	  	   Nous	   venons	   ainsi	   de	   décrire	   les	   macrophages,	   les	   neutrophiles,	   les	   MDSCs	  granulocytiques	   et	   monocytiques.	   En	   lisant	   la	   littérature	   sur	   ces	   différents	   types	   de	  cellules	   et	   en	   décrivant	   leurs	   caractéristiques	   phénotypiques	   ainsi	   que	   leurs	  caractéristiques	   fonctionnelles	   dans	   le	   cadre	   de	   la	   croissance	   tumorale,	   je	   me	   suis	  rendue	  compte	  à	  quel	  point	  ces	  cellules	  étaient	  similaires.	  Au	  vu	  de	  ceci,	   il	  me	  semble	  impossible	   de	   distinguer	   ces	   populations	   cellulaires	   et	   surtout	   les	   neutrophiles	   intra-­‐tumoraux	   (ou	  TAN	  pour	  Tumor-­‐Associated	  Neutrophiles)	   des	  MDSCs	   granulocytiques.	  En	  effet,	  ces	  cellules	  ont	  les	  mêmes	  caractéristiques	  phénotypiques	  (cellules	  granuleuses	  avec	   un	   noyau	   plurilobé),	   expriment	   les	   mêmes	   marqueurs	   et	   exercent	   les	   mêmes	  fonctions	  via	   les	  mêmes	  acteurs	  moléculaires.	  Ainsi,	   lorsque	   je	  discuterai	  des	  résultats	  que	   j’ai	   obtenus	   lors	   de	   l’étude	  des	   cellules	   CD11b+/Ly6C+/Ly6G+	  présentes	   dans	   les	  souris	  portant	  une	  tumeur,	  je	  les	  nommerai	  «	  neutrophiles/MDSCs	  ».	  	  	   Comme	  nous	  venons	  de	  le	  voir,	  les	  interactions	  entre	  les	  cellules	  tumorales	  et	  le	  système	   immunitaire	   sont	   complexes.	   Elles	   varient	   selon	   le	   type	   de	   cancer	   et	   tout	   au	  long	   du	   développement	   de	   la	   tumeur.	   Connaître	   le	   rôle	   des	   différents	   sous-­‐types	   de	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cellules	   immunitaires	  dans	   le	  développement	  tumoral	  est	  déterminant	  pour	   la	  mise	  en	  place	   de	   thérapies	   basées	   sur	   la	   modulation	   du	   système	   immunitaire	   ou	  «	  immunothérapies	  ».	   Il	   est	   aussi	   important	   de	   comprendre	   comment	   les	   tumeurs	  affectent	   et	   parfois	   détournent	   à	   leur	   avantage	   l’activité	   des	   cellules	   immunitaires	  :	  l’inhibition	   de	   la	  molécule	   responsable	   peut	   parfois	   renverser	   le	   cours	   de	   la	   réponse	  immunitaire	  comme	  cela	  a	  été	  observé	  pour	  l’activité	  des	  neutrophiles	  après	  inhibition	  du	  TGFβ	  (Fridlender	  et	  al.,	  2009).	  La	  réponse	  immunitaire	  tumorale	  est	  modulée	  au	  sein	  du	   microenvironnement	   tumoral	  par	   des	   interactions	   physiques	   entre	   les	   cellules	  tumorales	   et	   les	   cellules	   immunitaires,	   ou	   via	   la	   libération	   de	   facteurs	   solubles	   qui	  pourront	   agir	   à	   plus	   ou	   moins	   longue	   distance.	   Mais	   il	   existe	   un	   autre	   moyen	   de	  communication	  particulier	  qui	  n’entre	  dans	  aucune	  de	  ces	  deux	  catégories	  :	  les	  vésicules	  membranaires	  extracellulaires.	  Dans	  le	  cadre	  de	  cette	  thèse,	  nous	  avons	  voulu	  étudier	  le	  rôle	   joué	   par	   une	   population	   précise	   de	   ces	   vésicules	   membranaires,	   les	   exosomes	  secrétés	  par	   les	   tumeurs,	   dans	   le	   développement	   tumoral	   et	   dans	   la	  modulation	  de	   la	  réponse	   immunitaire	   tumorale.	   Nous	   allons	   ainsi	   dans	   cette	   seconde	   partie	   de	  l’introduction	  présenter	  ce	  que	  sont	  les	  exosomes	  et	  quelles	  sont	  les	  fonctions	  qui	  leur	  sont	  actuellement	  attribuées.	  	  	  	  
B-­‐	  LES	  EXOSOMES	  	  Nous	  allons	  dans	  cette	  partie	  présenter	  les	  exosomes,	  leurs	  propriétés	  et	  leurs	  fonctions.	  Nous	   allons	   commencer	   par	   parler	   de	   leur	   découverte	   et	   de	   l’ensemble	   des	  caractéristiques	  qui	  permettent	  de	  les	  définir.	  Nous	  détaillerons	  ensuite	  les	  mécanismes	  impliqués	  dans	   la	   sécrétion	  des	  exosomes.	  De	  nombreux	   travaux	  de	  recherche	  ont	  été	  menés	  sur	   les	  exosomes	  et	  nous	  reviendrons	  sur	   les	  différentes	   fonctions	  qui	   leur	  ont	  ainsi	   été	   attribuées.	   Ces	   découvertes	   ont	   mis	   en	   évidence	   la	   possibilité	   d’utiliser	   les	  exosomes	  dans	   les	   immunothérapies	   anti-­‐cancéreuses,	   et	   nous	   en	  discuterons	   dans	   la	  dernière	  partie.	  	  
Figure 1.13 : Mise en évidence de la sécrétion des vésicules intraluminales par 
fusion des corps multivésiculaires avec la membrane plasmique. 
A. L’analyse en microscopie électronique à transmission des réticulocytes révèle la présence de 
corps multivésiculaires, contenant des vésicules intraluminales d’environ 50nm de diamètre, dans 
lesquelles est incorporé le récepteur de la transferrine (internalisation d’anticorps reconnaissant 
spécifiquement le récepteur de la transferrine et de protéine A marquée à la ferritine pour la 
détection). B. La fusion de corps multivésiculaires avec la membrane plasmique et la libération 
dans le milieu extracellulaire des vésicules intraluminales a aussi été montrée. Ces vésicules 
portent à leur surface le récepteur de la transferrine. 
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1/	  Découverte	  des	  exosomes	  	   La	  première	  utilisation	  du	  terme	  «	  exosome	  »	  a	  été	  faite	  en	  1981	  par	  Trams,	  E.G.	  
et	  al,	  	  qui	  mirent	  en	  évidence	  la	  sécrétion	  par	  plusieurs	  lignées	  cellulaires	  (tumorales	  ou	  non)	   d’une	   population	   hétérogène	   de	   vésicules	   contenant	   une	   activité	   5’-­‐nucléasique	  (Trams	  et	  al.,	  1981).	  En	  1983	  et	  1985,	   les	  groupes	  de	  Johnstone	  et	  Stahl	  décrivirent	   la	  libération	  par	  les	  réticulocytes	  dans	  le	  milieu	  extracellulaire	  de	  vésicules	  membranaires	  d’un	   diamètre	   de	   50	   à	   100	   nm	   de	   diamètre	   portant	   le	   récepteur	   de	   la	   transferrine	  (Harding	  et	  al.,	  1983;	  Pan	  et	  al.,	  1985).	  A	  l’aide	  d’images	  de	  microscopie	  électronique,	  ils	  mirent	   en	   évidence	   que	   ces	   vésicules	   ne	   provenaient	   pas	   d’un	   bourgeonnement	   de	   la	  membrane	  plasmique,	  mais	  qu’elles	  se	  formaient	  dans	  les	  corps	  multivésiculaires	  (MVB	  pour	  multivesicular	  bodies)	  de	   la	  voie	  d’endocytose.	   Il	   était	   alors	   connu	  que	   les	  MVBs	  fusionnaient	  avec	  les	  lysosomes,	  conduisant	  à	  la	  dégradation	  de	  leur	  contenu.	  Mais	  dans	  ces	   deux	   études,	   il	   fut	   observé	   que	   les	   MVBs	   pouvaient	   aussi	   fusionner	   avec	   la	  membrane	   plasmique,	   libérant	   ainsi	   les	   vésicules	   qu’ils	   contiennent	   dans	   le	   milieu	  extracellulaire	  (Figure	  1.13).	  Ainsi,	  depuis	  1987,	   le	   terme	  «	  exosome	  »	  est	  utilisé	  pour	  désigner	  ces	  vésicules	  extracellulaires,	  originaires	  de	  la	  voie	  d’endocytose	  (Johnstone	  et	  al.,	   1987).	   Il	   fallu	   cependant	  attendre	   les	   années	  1990	  avant	  qu’un	   réel	   intérêt	  ne	   soit	  porté	  aux	  exosomes,	  avec	  une	  étude	  de	  Raposo,	  G.	  et	  al,	  démontrant	  un	  rôle	  fonctionnel	  des	  exosomes	  dans	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  (Raposo	  et	  al.,	  1996).	  Ces	  travaux	  sur	  des	   lymphocytes	   B	   humains	   transformés	   par	   le	   virus	   EBV	   (Epstein	   Barr	   virus)	   ont	  montré	  la	  fusion	  de	  compartiments	  intracellulaires	  riches	  en	  CMH	  II,	  les	  MIIC	  pour	  MHC	  II-­‐enriched	  compartments,	  avec	  la	  membrane	  plasmique.	  Les	  MIICs	  sont	  impliqués	  dans	  la	   prise	   en	   charge	   et	   la	   génération	   des	   peptides	   antigéniques,	   ainsi	   que	   dans	   leur	  apprêtement	  sur	  les	  molécules	  du	  CMH	  II.	  Ces	  compartiments	  contiennent	  des	  vésicules	  semblables	  aux	  exosomes	  et	  riches	  en	  complexes	  CMH-­‐II-­‐peptide,	  et	  leur	  fusion	  avec	  la	  membrane	   plasmique	   entraîne	   la	   libération	   de	   ces	   vésicules	   dans	   le	   milieu	  extracellulaire.	   Cette	   étude	   a	   donné	   une	   toute	   nouvelle	   importance	   aux	   exosomes	  puisque	   les	   complexes	   CMH-­‐II-­‐peptide	   présents	   sur	   les	   exosomes	   se	   sont	   avérés	  fonctionnels	  :	   ils	   sont	   capables	   d’induire	   l’activation	   des	   lymphocytes	   T	   CD4+	  spécifiques	   de	   l’antigène	   présenté	   par	   les	  molécules	   du	   CMH	   II	   (Raposo	   et	   al.,	   1996).	  Deux	  années	  plus	  tard,	  ces	  résultats	  ont	  aussi	  été	  montrés	  avec	  des	  exosomes	  de	  cellules	  dendritiques	  murines	  par	  Zitvogel,	  L.	  et	  al.	  Ces	   travaux	  ont	  d’abord	  mis	  en	  évidence	   la	  sécrétion	  d’exosomes	  portant	  à	  la	  fois	  des	  complexes	  CMH-­‐I-­‐peptide	  et	  CMH-­‐II-­‐peptide	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par	  les	  DCs	  (Zitvogel	  et	  al.,	  1998).	  Puis	  ils	  ont	  montré	  que	  les	  exosomes	  produits	  par	  des	  DCs	  chargées	  avec	  des	  peptides	  tumoraux,	   injectés	   in	  vivo	  chez	  la	  souris,	  sont	  capables	  d’induire	   une	   réponse	   immunitaire	   inhibant	   la	   croissance	   des	   tumeurs	   qui	   expriment	  ces	  antigènes.	  Cet	  effet	  thérapeutique	  (les	  exosomes	  étant	  injectés	  à	  des	  souris	  portant	  une	   tumeur	   de	   50-­‐80	  mm2)	   est	   dépendant	   de	   la	   présence	   des	   lymphocytes	   T	   dans	   la	  souris	   et	   de	   la	   présence	   d’un	   CMH	   du	   bon	   haplotype	   sur	   les	   exosomes,	   soutenant	   la	  possibilité	  d’une	  activation	  directe	  des	  LT	  par	  les	  exosomes	  de	  DCs.	  	  Depuis,	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   a	   pu	   être	   mise	   en	   évidence	   dans	   de	   très	  nombreux	   types	   cellulaires	  :	   cellules	   épithéliales,	   cellules	   nerveuses,	   cellules	  hématopoïétiques…	  et	  ils	  sont	  aussi	  produits	  par	  les	  cellules	  tumorales.	  	  Les	  exosomes	  sont	  secrétés	  in	  vitro	  dans	  les	  milieux	  de	  culture,	  mais	  ils	  sont	  aussi	  présents	  dans	  divers	   fluides	   corporels	   indiquant	  que	   la	   sécrétion	  des	  exosomes	  existe	  aussi	  in	  vivo.	  Des	  exosomes	  ont	  ainsi	  été	  détectés	  dans	  le	  sérum	  (Taylor	  et	  al.,	  2006)	  et	  le	  plasma	   (Caby	   et	   al.,	   2005),	   le	   liquide	   bronchoalvéolaire	   (Admyre	   et	   al.,	   2003),	   l’urine	  (Pisitkun	  et	  al.,	  2004),	  la	  salive	  (Palanisamy	  et	  al.,	  2010),	  le	  lait	  (Admyre	  et	  al.,	  2007),	  le	  liquide	  séminal	  (Gatti	  et	  al.,	  2005),	   le	   liquide	  amniotique	  (Asea	  et	  al.,	  2008),	   les	  ascites	  tumorales	   (Andre	  et	  al.,	  2002b;	  Taylor	  and	  Gercel-­‐Taylor,	  2005).	  La	  présence	  dans	   les	  exosomes	   de	   protéines	   spécifiquement	   exprimées	   dans	   les	   cellules	   épithéliales,	  hématopoïétiques	  et	  tumorales	  montre	  que	  ces	  différents	  types	  cellulaires	  sont	  capables	  de	   les	   produire	   in	   vivo.	   L’isolation	   des	   exosomes	   directement	   depuis	   les	   organes	   est	  rendue	   difficile	   par	   la	   génération	   artificielle	   de	   vésicules	   pendant	   la	   dissociation	   des	  tissus,	   masquant	   les	   potentielles	   vésicules	   réellement	   secrétées	   in	   vivo.	   La	   mise	   en	  évidence	  de	  la	  présence	  d’exosomes	  au	  sein	  d’un	  organe	  a	  tout	  de	  même	  pu	  être	  faite	  par	  observation	   en	   microscopie	   électronique	   à	   transmission	   de	   coupes	   ultrafines	  d’amygdales.	   Sur	   ces	   sections,	   des	   exosomes	   arborant	   des	   molécules	   du	   CMH	   II	  apparaissaient	   au	   contact	   des	   cellules	   dendritiques	   folliculaires	   présentes	   dans	   les	  amygdales.	  Or,	  ces	  cellules	  n’expriment	  pas	   le	  CMH	  II,	   les	  exosomes	  observés	  ont	  donc	  été	  produits	  par	  un	  autre	  type	  cellulaire	  (probablement	  des	  LB)	  avant	  de	  venir	  interagir	  avec	  les	  DCs	  folliculaires	  (Denzer	  et	  al.,	  2000).	  	  	  Ainsi,	  les	  exosomes	  sont	  produits	  par	  de	  nombreux	  types	  cellulaires	  in	  vitro	  et	  in	  
vivo.	  Cependant,	  de	  nombreux	  autres	  types	  de	  vésicules	  existent,	   il	  est	  donc	   important	  
Tableau 1.2: Les différents types de vésicules membranaires sécrétées et leurs 
caractéristiques physicochimiques. 
Il existe de nombreuses vésicules extracellulaires sécrétées par les cellules. Ces populations de 
vésicules présentent des caractéristiques physiques (taille, densité, apparence en microscopie 
électronique à transmission, sédimentation) et biochimiques (composition lipidique et protéique) 
qui peuvent être utilisées pour les différencier mais qui parfois se recoupent. L’origine cellulaire 
est un critère permettant de distinguer les exosomes des autres vésicules extracellulaires. 
Théry, C., Ostrowski, M. and Segura, E. Nat Rev Imm 2009 
 
100nm 
Figure 1.14 : Aspect des exosomes observés en microscopie électronique à 
transmission. 
Cette micrographie a été réalisée sur des exosomes secrétés par des lymphocytes B. Ils 
présentent une forme concave et, comme cela est montré dans l’insert en bas à gauches, ils 
contiennent des molécules du CMH II et la tetraspanine CD63. 
Février, B. Raposo, G. (2004) 
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de	  connaître	   les	  critères	  qui	  permettent	  de	  définir	  un	  exosome	  et	  de	   le	  distinguer	  des	  autres	  classes	  de	  vésicules.	  	  	  	  
2/	  Les	  exosomes	  :	  définition	  Les	   exosomes	   sont	   une	   population	   de	   vésicules	   hétérogènes	  :	   leur	   taille,	   leur	  composition,	  leur	  densité,	  et	  leurs	  fonctions	  peuvent	  varier	  selon	  le	  type	  de	  cellules	  dont	  ils	  proviennent,	  et	  pour	  un	  même	  type	  cellulaire,	  selon	  les	  conditions	  dans	  lesquelles	  ils	  sont	  produits.	  Cependant,	   ils	  partagent	   tous	  des	  caractéristiques	  clés,	   reflétant	  pour	   la	  plupart	   leur	   origine	   endosomale,	   qui	   permettent	   de	   les	   définir	   en	   tant	   qu’exosomes	  (Simons	  and	  Raposo,	  2009;	  Thery	  et	  al.,	  2009).	  Observés	  en	  microscopie	  électronique	  à	  transmission,	   les	   exosomes	   présentent	   une	   forme	   concave	   et	   ont	   une	   taille	   comprise	  entre	  40	  et	  100	  nm	  de	  diamètre	  (figure	  1.14).	  D’autre	  part,	   ils	  sédimentent	  après	  une	  centrifugation	   à	   100.000g,	   flottent	   sur	   un	   gradient	   de	   sucrose	   à	   une	   densité	   allant	   de	  1,13	   à	   1,19	   g/mL	   et	   ont	   une	   composition	   protéique,	   lipidique	   et	   en	   acides	   nucléiques	  particulière.	   La	   taille	   et	   la	   composition	   spécifique	   des	   exosomes	   rappellent	   celles	   des	  vésicules	  intraluminales	  observées	  dans	  les	  MVBs	  des	  cellules	  productrices	  et	  appuient	  ainsi	   de	   l’origine	   endosomale	   des	   exosomes.	   Des	   protéines	   spécifiquement	   enrichies	  dans	  les	  exosomes	  par	  rapport	  aux	  lysats	  cellulaires	  sont	  utilisées	  comme	  «	  marqueurs	  »	  pour	   définir	   les	   exosomes	  :	   Tsg101,	   Alix,	   Hsc70,	   CD9,	   CD63,	   CD81,	   Mfge8,	   et	   les	  molécules	  du	  CMH.	  La	  plupart	  d’entre	  elles	  sont	  des	  protéines	   impliquées	  dans	   la	  voie	  d’endocytose	  d’où	  proviennent	   les	  exosomes.	  Du	  point	  de	  vue	  lipidique,	  on	  observe	  un	  enrichissement	   en	   cholestérol,	   sphyngomyéline,	   céramide	   et	   l’exposition	   de	   la	  phosphatidylsérine	  à	  la	  surface	  des	  exosomes.	  	  Toutes	   ces	   caractéristiques	   permettent	   de	   définir	   les	   exosomes,	   et	   de	   les	  distinguer	  des	  autres	  vésicules	  produites	  par	  les	  cellules	  que	  sont	  les	  microvésicules,	  les	  ectosomes,	   les	   microparticules,	   les	   exovésicules	   et	   les	   corps	   apoptotiques	   dont	   les	  caractéristiques	  sont	  résumées	  dans	   le	  tableau	   1.2	   (Thery	  et	  al.,	  2009).	   Il	  existe	  donc	  une	   très	   grande	   variété	   de	   vésicules	   extracellulaires,	   et	   l’origine	   endosomale	   des	  exosomes	   est	   la	   principale	   caractéristique	   qui	   les	   différencie	   des	   autres.	   En	   effet,	   les	  microvésicules,	  les	  ectosomes	  et	  les	  microparticules	  sont	  produits	  par	  bourgeonnement	  depuis	   la	   membrane	   plasmique,	   elles	   doivent	   donc	   avoir	   une	   composition	   protéique	  différente	  des	  exosomes,	  marquée	  par	  l’absence	  des	  marqueurs	  endosomaux.	  Les	  corps	  
Figure 1.15 : Voie de biogenèse des exosomes et acteurs moléculaires impliqués 
Une vésicule d’endocytose se forme par invagination de la membrane plasmique puis fusionne 
avec un endosome précoce, qui lui-même fusionne ensuite avec un endosome tardif. Les 
exosomes se forment par invagination de la membrane limitante des endosomes tardifs. Des 
vésicules intraluminales (ILVs) sont ainsi créées et le compartiment est appelé corps 
multivésiculaire (MVB). Celui-ci peut alors fusionner avec les lysosomes entraînant la 
dégradation de son contenu, ou alors fusionner avec la membrane plasmique libérant les ILVs 
le milieu extracellulaire. Ces vésicules sont les exosomes.  
Bobrie, A., Colombo, M., Raposo, G. and Théry, C. Traffic Review 2011 
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apoptotiques	   sont	   issus	   de	   la	   dislocation	   de	   la	   cellule	   après	   le	   processus	   de	   mort	  apoptotique.	   Des	   vésicules	   très	   hétérogènes	   sont	   ainsi	   formées,	   avec	   des	   tailles,	   des	  densités	  et	  des	  vitesses	  de	  sédimentation	   très	  variées.	  Ainsi,	  pour	  étudier	  proprement	  une	  population	  de	  vésicules	  donnée	  comme	  les	  exosomes,	  il	  est	  nécessaire	  de	  travailler	  dans	  des	  conditions	  peu	  délétères	  pour	   les	  cellules.	  Cela	  explique	  aussi	   la	  difficulté	  de	  purifier	  des	  exosomes	  à	  partir	  de	  cultures	  d’organes	  ex	  vivo.	  	  	  
3/	  La	  biogenèse	  des	  exosomes	  Comme	  nous	   venons	   de	   le	   décrire,	   l’origine	   endosomale	   des	   exosomes	   est	   leur	  principale	  caractéristique	  et	  elle	  leur	  confère	  des	  propriétés	  particulières	  :	  les	  exosomes	  correspondent	   aux	   vésicules	   intraluminales	   (ILVs)	   présentes	   dans	   les	   corps	  multivésiculaires	   (MVBs)	   intracellulaires.	   Nous	   allons	   dans	   cette	   partie	   décrire	   plus	  précisément	  les	  mécanismes	  de	  formation	  des	  exosomes	  au	  sein	  de	  la	  voie	  d’endocytose	  et	  du	  trafic	  vésiculaire	  intracellulaire.	  	  	  
a)	  Présentation	  de	  la	  voie	  de	  production	  et	  de	  sécrétion	  des	  exosomes	  La	   voie	   d’endocytose	   est	   une	   voie	   de	   transport	   permettant	   à	   la	   cellule	  d’internaliser	   des	   molécules	   extracellulaires	   ou	   enchâssées	   dans	   la	   membrane	  plasmique.	   Cette	   voie	   aboutit	   soit	   à	   la	   dégradation,	   soit	   au	   recyclage	   des	   protéines	  endocytées.	   Elle	   participe	   aussi	   au	   phénomène	   de	   transcytose	   dans	   les	   épithéliums	  (transfert	   des	   molécules	   d’un	   côté	   à	   l’autre	   de	   la	   cellule	   épithéliale).	   La	   voie	  d’endocytose	  (figure	  1.15)	  débute	  par	  une	  invagination	  de	  la	  membrane	  plasmique	  qui	  aboutit	   à	   la	   formation	   d’une	   vésicule	   d’endocytose.	   Ces	   vésicules	   d’endocytose	  fusionnent	   ensuite	   avec	   les	   endosomes	   précoces	   qui	   fusionnent	   finalement	   avec	   les	  endosomes	   tardifs.	   Des	   invaginations	   de	   la	   membrane	   limitante	   de	   ces	   derniers	  induisent	   la	   formation	   de	   vésicules	   intraluminales	   (ILVs).	   On	   parle	   alors	   de	   corps	  multivésiculaires	   (MVBs).	   La	   fusion	   des	   MVBs	   avec	   les	   lysosomes	   va	   aboutir	   à	   la	  dégradation	   de	   leur	   contenu.	   Cependant,	   les	   MVBs	   peuvent	   aussi	   fusionner	   avec	   la	  membrane	   plasmique	   (Harding	   et	   al.,	   1983;	   Pan	   et	   al.,	   1985;	   Raposo	   et	   al.,	   1996),	  libérant	   leurs	   ILVs	  dans	   le	  milieu	  extracellulaire.	  Les	  vésicules	  ainsi	   secrétées	   sont	   les	  exosomes,	   et	   il	   est	   intéressent	   de	   remarquer	   que	   leur	   bicouche	   lipidique	   a	   la	   même	  orientation	   que	   la	   membrane	   plasmique	   des	   cellules.	   La	   question	   de	   l’existence	   de	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différentes	  sous-­‐populations	  des	  MVBs	  se	  pose	  actuellement	  :	  certains	  seraient	  destinés	  à	   fusionner	   avec	   les	   lysosomes	   alors	   d’autres	   seraient	   destinés	   à	   fusionner	   avec	   la	  membrane	  plasmique.	   L’autre	  possibilité,	  même	   si	   elle	  paraît	   conceptuellement	  moins	  probable,	   serait	   l’existence	   d’une	   seule	   population	   de	   MVBs	   contenant	   des	   ILVs	   dont	  certaines	   seront	   dégradées	   et	   d’autres	   secrétées.	   Quelques	   études	   semblent	   soutenir	  l’idée	  que	  différentes	  populations	  de	  MVBs	  pourraient	  coexister	  dans	  une	  même	  cellule.	  En	  effet,	   dans	   les	  LB,	   il	   a	   été	  montré	  que	  deux	  populations	  de	  MVBs	  au	  moins	   étaient	  présentes	   dans	   la	   même	   cellule	  :	   des	   MVBs	   enrichis	   en	   cholestérol	   et	   d’autres	   non	  enrichis	  en	  cholestérol	   (Mobius	  et	  al.,	  2002).	  D’autre	  part,	   il	  a	  été	  montré	  que	   l’EGF	  et	  son	   récepteur,	   après	   internalisation,	   sont	   transportés	   dans	   la	   cellule	   via	   des	   MVBs	  négatifs	  pour	  l’acide	  lyso-­‐bisphosphatidique	  (LBPA),	  un	  marqueur	  d’endosomes	  tardifs,	  et	  non	  par	  des	  MVBs	  portant	  ce	   lipide	   (White	  et	  al.,	  2006).	  Ces	  deux	  sous-­‐populations	  sont	   pourtant	   positives	   pour	   CD63,	   et	   leur	   observation	   par	   microscopie	   électronique	  confirme	   que	   ces	   deux	   types	   de	   MVBs	   sont	   morphologiquement	   identiques.	   Plus	   de	  sous-­‐populations	  pourraient	  même	  exister,	  puisque	  les	  auteurs	  ont	  constaté	  la	  présence	  de	  MVBs	  négatifs	  pour	  l’EGF-­‐R	  et	  pour	  le	  LBPA.	  	  Une	  exception	  à	  l’origine	  endosomale	  des	  exosomes	  a	  été	  apportée	  par	  une	  étude	  sur	   les	   lymphocytes	   T,	   dans	   laquelle	   la	   sécrétion	   de	   vésicules	   très	   semblables	   aux	  exosomes	   a	   été	   observée	   par	   bourgeonnement	   de	   la	   membrane	   plasmique	   des	   LT,	   à	  partir	  de	  domaines	  similaires	  à	  ceux	  présents	  dans	  les	  endosomes	  (Booth	  et	  al.,	  2006).	  Ces	  vésicules	  sont	  enrichies	  en	  marqueurs	  caractéristiques	  des	  exosomes,	  sont	  de	  même	  taille	   et	   de	  même	  densité.	   Il	   semble	   en	   effet	   difficile	   de	   les	   différencier	   des	   exosomes	  d’origine	   endosomale.	   Cependant,	   il	   n’est	   pas	   certain	   que	   ce	   mécanisme	   existe	   dans	  beaucoup	  d’autres	  types	  cellulaires,	  contrairement	  à	  la	  sécrétion	  par	  voie	  endosomale.	  	  	  Les	   acteurs	   moléculaires	   impliqués	   dans	   la	   formation	   des	   MVBs	   et	   de	   leurs	  vésicules	   intraluminales,	   ainsi	   que	   ceux	   impliqués	   dans	   la	   fusion	   avec	   la	   membrane	  plasmique	  ne	  sont	  pas	  encore	  bien	  connus.	  Quelques	  uns	  ont	  tout	  de	  même	  été	  décrits,	  et	  il	  semble	  qu’il	  n’y	  ait	  pas	  un	  mécanisme	  général,	  mais	  plutôt	  plusieurs	  mécanismes	  en	  fonction	  du	   type	  cellulaire	   considéré,	  ou	  même	  au	   sein	  d’un	  même	   	   type	  cellulaire,	   en	  fonction	   de	   la	   molécule	   adressée	   considérée.	   Nous	   allons	   présenter	   dans	   un	   premier	  temps	  des	  molécules	  impliquées	  dans	  la	  formation	  des	  ILVs	  et/ou	  dans	  l’incorporation	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de	   protéines	   dans	   ces	   vésicules,	   puis	   dans	   un	   second	   temps	  des	   protéines	   impliquées	  dans	  la	  fusion	  des	  MVBs	  à	  la	  membrane	  plasmique.	  	  
b)	  Formation	  des	  vésicules	  intraluminales	  et	  adressage	  aux	  exosomes	  (1)	  Les	  protéines	  ESCRT	  Il	   est	   connu	  que	   les	   protéines	  ESCRT	   (endosomal	   sorting	   complex	   required	   for	  transport)	   sont	   impliquées	   à	   la	   fois	   dans	   le	   processus	   d’invagination	   aboutissant	   à	   la	  formation	   des	   ILVs	   destinées	   à	   la	   dégradation	   et	   dans	   la	   sélection	   des	   protéines	   qui	  incorporeront	  les	  ILVs	  (Williams	  and	  Urbe,	  2007).	  Les	  protéines	  ESCRT	  permettent	  ainsi	  le	   tri	   entre	   les	   protéines	   à	   dégrader	   et	   celles	   à	   recycler,	   en	   dirigeant	   les	   protéines	  ubiquitinylées	   vers	   les	   lysosomes.	   Il	   a	   donc	   été	   envisagé	   que	   les	   ESCRT	   puissent	   être	  aussi	  impliquées	  dans	  le	  tri	  des	  protéines	  vers	  les	  exosomes.	  L’enrichissement	  dans	  les	  exosomes	   de	   certaines	   protéines	   ESCRT	   (Alix,	   Tsg101)	   ainsi	   que	   de	   protéines	  ubiquitinylées	   va	   dans	   le	   sens	   de	   cette	   hypothèse	   (Buschow	   et	   al.,	   2005).	   De	   plus,	   la	  protéine	  Alix	   est	   nécessaire	   à	   l’incorporation	   du	   récepteur	   de	   la	   transferrine	   dans	   les	  exosomes	   (Geminard	   et	   al.,	   2004).	   Cependant,	   diverses	   études	   ont	   mis	   en	   évidence	  l’adressage	   de	   protéines	   dans	   les	   exosomes	   selon	   des	   mécanismes	   indépendants	   des	  ESCRT	  	   et	   faisant	   intervenir	  :	   les	   tétraspanines	   (Buschow	   et	   al.,	   2009;	   van	   Niel	   et	   al.,	  2011),	   l’agrégation	   de	   protéines	   (Fang	   et	   al.,	   2007),	   ou	   encore	   un	   lipide,	   la	   céramide	  (Trajkovic	  et	  al.,	  2008).	  	  	   (2)	  Les	  tétraspanines	  Les	   tétraspanines	   sont	   des	   molécules	   transmembranaires	   particulièrement	  enrichies	   dans	   les	   exosomes	   (CD9,	   CD63,	   CD81	   et	   CD82)	   et	   dont	   certaines	   	   semblent	  jouer	  un	   rôle	  dans	   l’adressage	  de	  protéines	  dans	   les	   exosomes.	  Elles	   sont	   capables	  de	  s’associer	   afin	   de	   former	   d’importants	   réseaux	   protéiques	   au	   sein	   des	   bicouches	  lipidiques.	   Suite	   à	   une	   analyse	   protéomique	   et	   biochimique	   de	   la	   composition	   des	  exosomes	  de	   lymphocytes	  B	  humains,	   il	   avait	  été	  montré	  que	   la	  plupart	  des	  protéines	  exosomales	   étaient	   contenues	   dans	   des	   domaines	   insolubles	   en	   présence	   de	   certains	  détergents	  (Wubbolts	  et	  al.,	  2003).	  Ces	  protéines	  insolubles	  sont	  probablement	  incluses	  dans	  des	  radeaux	   lipidiques	  contenant	  des	  réseaux	  de	  tétraspanines.	  Les	  molécules	  du	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CMH	  II	  ont	   	  un	   temps	  de	  demi-­‐vie	   très	  court	  dans	   les	  cellules	  dendritiques	   immatures	  qui	   ont	   pour	   rôle	   de	   présenter	   continuellement	   les	   antigènes	   présents	   dans	  l’environnement.	  Les	  molécules	  du	  CMH	  II	  sont	  ainsi	  ubiquitinylées	  et	  prises	  en	  charge	  par	  les	  protéines	  ESCRT	  qui	  les	  incorporent	  dans	  les	  ILVs	  des	  MVBs	  afin	  d’aboutir	  à	  leur	  dégradation	   dans	   les	   lysosomes	   ou	   à	   leur	   sécrétion	   dans	   les	   exosomes.	   En	   revanche,	  quand	  la	  cellule	  dendritique	  est	  activée,	  elle	  ne	  présente	  que	  les	  antigènes	  présents	  dans	  le	  milieu	  au	  moment	  de	  son	  activation,	   ce	  qui	  nécessite	  de	  stopper	   la	  dégradation	  des	  molécules	   de	   CMH	   II.	   Pour	   cela,	   les	   phénomènes	   d’ubiquitinylation	   sont	   arrêtés.	  Pourtant,	   les	   molécules	   de	   CMH	   II	   sont	   toujours	   présentes	   et	   même	   encore	   plus	  enrichies	  dans	  les	  exosomes	  de	  DCs	  activées	  que	  dans	  les	  exosomes	  de	  DCs	  immatures	  (Segura	   et	   al.,	   2005).	   Ceci	   implique	   un	   adressage	   du	   CMH	   II	   sur	   les	   exosomes	  indépendant	  de	  l’ubiquitinylation	  et	  donc	  des	  protéines	  ESCRT.	  Il	  semble	  que	  l’inclusion	  des	  molécules	  du	  CMH	  II	  dans	  des	  réseaux	  composés	  de	  tétraspanines	  et	  notamment	  de	  CD9	   soit	   à	   l’origine	  de	   cet	   adressage	  du	  CMH	   II	   aux	  exosomes	   (Buschow	  et	   al.,	   2009).	  Une	  autre	  étude	  a	  montré	  que	  CD63	  participait	  à	  la	  formation	  des	  ILVs	  dans	  les	  MVBs	  de	  mélanocytes	  et	  à	  l’adressage	  du	  domaine	  luminal	  de	  la	  protéine	  PMEL	  dans	  les	  ILVs	  de	  façon	  indépendante	  des	  protéines	  ESCRT	  (van	  Niel	  et	  al.,	  2011).	  Il	  semble	  donc	  que	  les	  tétraspanines	  participent	  à	  plusieurs	  étapes	  de	  la	  voie	  de	  sécrétion	  des	  exosomes.	  	   (3)	  Les	  phénomènes	  d’oligomérisation	  des	  protéines	  L’oligomérisation	  des	  protéines,	  qui	  n’est	  pas	  sans	  rappeler	  ce	  qui	  se	  passe	  dans	  le	   cas	   des	   réseaux	   de	   tétraspanines,	   pourrait	   aussi	   participer	   à	   la	   formation	   des	  exosomes	   en	   favorisant	   l’incorporation	   des	   protéines	   ainsi	   regroupées	   dans	   les	   ILVs.	  Cela	   a	   d’abord	   été	   mis	   en	   évidence	   par	   l’agrégation	   de	   protéines	   à	   l’aide	   d’anticorps	  spécifiques.	   L’ajout	   d’anticorps	   dirigés	   conte	   le	   récepteur	   à	   la	   transferrine	   dans	   les	  réticulocytes	  (Vidal	  et	  al.,	  1997),	  contre	  les	  molécules	  du	  CMH	  II	  dans	  les	  DCs	  (Muntasell	  et	  al.,	  2007)	  ou	  encore	  contre	  CD43	  dans	  les	  LT	  (Fang	  et	  al.,	  2007),	  induit	  l’adressage	  de	  ces	  protéines	  dans	  les	  exosomes.	  	   (4)	  La	  céramide	  D’autres	   études	   ont	   mis	   en	   évidence	   le	   rôle	   d’un	   lipide,	   la	   céramide,	   dans	  l’incorporation	   de	   certaines	   protéines	   dans	   les	   exosomes.	   La	   céramide,	   de	   par	   sa	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structure,	  induit	  naturellement	  une	  courbure	  de	  la	  bicouche	  lipidique.	  C’est	  la	  formation	  de	   cette	   courbure	  qui	   permettrait	   à	   la	   céramide	  de	  participer	   à	   la	   formation	  des	   ILVs	  ainsi	  que	  d’y	  incorporer	  les	  molécules	  qui	  lui	  sont	  associées.	  Le	  groupe	  de	  M.	  Simons	  a	  ainsi	  montré,	  dans	  une	  lignée	  d’oligodendrocytes	  murins,	  que	  l’adressage	  de	  la	  protéine	  protéolipide	   (PLP)	   dans	   les	   exosomes	   était	   dépendante	   de	   la	   céramide,	  mais	   pas	   des	  protéines	  ESCRT	  (Trajkovic	  et	  al.,	  2008).	  	  	   (5)	  Adressage	  des	  ARN	  aux	  exosomes	  Les	  exosomes	  contiennent	  aussi	  des	  molécules	  d’ARN	  (ARN	  messagers	  et	  micro-­‐ARN)	  qui,	  tout	  comme	  les	  protéines,	  sont	  enrichies	  de	  manière	  sélective	  et	  non	  aléatoire	  dans	  les	  exosomes	  (Valadi	  et	  al.,	  2007).	  Les	  mécanismes	  responsables	  de	  la	  sélection	  des	  ARN	  qui	  sont	  empaquetés	  dans	  les	  exosomes	  ne	  sont	  pas	  connus.	  Les	  protéines	  ESCRT	  sont	  des	  candidats	  potentiels	  à	  cette	  fonction,	  puisque	  certaines	  des	  protéines	  ESCRT-­‐II	  sont	  capables	  de	  lier	  des	  ARNm	  (Irion	  and	  St	  Johnston,	  2007).	  Par	  ailleurs,	  Gibbings,	  D.	  
et	  al	   ont	  mis	   en	   évidence	   la	   localisation	   sur	   les	  MVBs	  de	  deux	  protéines	  du	   complexe	  RISC	   (RNA-­‐induced	   silencing	   complex)	  :	   Argonaute	   2	   (AGO2)	   et	   GW182,	   ainsi	   que	   de	  miRNA	   et	   de	   leurs	   ARNm	   cibles	   (Gibbings	   et	   al.,	   2009).	   GW182,	   mais	   pas	   AGO2,	   est	  ensuite	   retrouvée	   dans	   les	   exosomes	   sécrétés	   dans	   le	   milieu	   extracellulaire.	   Ces	  protéines	   pourraient	   éventuellement	   être	   impliquées	   dans	   le	   transport	   de	   certains	  miRNA	  dans	  les	  exosomes,	  mais	  cela	  n’a	  pas	  été	  démontré.	  	  
c)	  Fusion	  des	  corps	  multivésiculaires	  avec	  la	  membrane	  plasmique	  Après	  l’étape	  de	  formation	  des	  ILVs	  dans	  les	  corps	  multivésiculaires,	  ces	  derniers	  doivent	   être	   transportés,	   ancrés	   puis	   doivent	   fusionner	   avec	   la	  membrane	   plasmique	  afin	  de	  permettre	  la	  libération	  des	  exosomes	  dans	  le	  milieu	  extracellulaire.	  Les	  protéines	  de	  la	  famille	  Rab	  sont	  des	  petites	  GTPases	  impliquées	  dans	  le	  mouvement	  des	  vésicules	  intracellulaires,	   et	   dans	   l’ancrage	   puis	   la	   fusion	   de	   ces	   vésicules	   avec	   la	   membrane	  réceptrice.	   Ainsi,	   il	   était	   supposé	   que	   des	   membres	   de	   cette	   famille	   puissent	   être	  impliqués	   dans	   certaines	   étapes	   de	   la	   biogenèse	   des	   exosomes,	   allant	   de	   la	   formation	  des	   ILVs	   jusqu’à	   la	   fusion	   des	   MVBs	   avec	   la	   membrane	   plasmique	   en	   passant	   par	   le	  transport	  de	  ces	  compartiments.	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En	   effet,	   les	   protéines	   Rab11,	   Rab27	   et	   Rab35	   participent	   toutes	   les	   trois	   à	   la	  sécrétion	   des	   exosomes	   dans	   certains	   types	   cellulaires.	   Dans	   une	   lignée	   cellulaire	  leucémique	   érythrocytaire,	   Rab11	   est	   impliquée	   dans	   la	   formation	   des	   MVBs	   et	   plus	  particulièrement	  dans	   l’ancrage	   et	   la	   fusion	  homotypique	  de	   ces	   compartiments	   entre	  eux.	  Une	  augmentation	  de	  la	  concentration	  en	  calcium	  intracellulaire	  permettra	  ensuite	  la	  fusion	  des	  MVBs	  avec	  la	  membrane	  plasmique	  et	  la	  libération	  des	  exosomes	  (Savina	  et	  al.,	   2005).	   Rab11	  ne	   semble	   donc	   pas	   jouer	   un	   rôle	   dans	   la	   sécrétion	   constitutive	   des	  exosomes,	  mais	  plutôt	  dans	  la	  sécrétion	  régulée	  par	  le	  calcium,	  comme	  c’est	  le	  cas	  dans	  ce	   type	   cellulaire.	   Un	   criblage	   des	   protéines	   inhibitrices	   des	   Rab,	   les	   GAP	   (GTPase-­‐activating	  protein)	   a	  mis	   en	   évidence	  un	   rôle	   des	  protéines	  GAP	  TBC1D10A-­‐C	  dans	   la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	   les	  oligodendrocytes(Hsu	  et	  al.,	  2010).	  Ces	   trois	  protéines	  ont	   Rab35	   pour	   substrat.	   La	   surexpression	   de	   Rab35	   dans	   ces	   cellules	   entraine	   une	  augmentation	   de	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   porteurs	   de	   la	   PLP	   dans	   les	  oligodendrocytes.	   A	   l’inverse,	   l’inhibition	   de	   l’expression	   de	   cette	   protéine	   diminue	   la	  sécrétion	   de	   ces	   exosomes,	   et	   induit	   l’accumulation	   des	   compartiments	   endosomaux	  tardifs	  dans	  les	  cellules.	  Plus	  précisément	  les	  auteurs	  montrent	  que	  Rab35	  est	  impliquée	  dans	  l’ancrage	  des	  MVBs	  à	  la	  membrane	  plasmique.	  Enfin,	  il	  est	  intéressent	  de	  noter	  que	  TBC1D10A	  a	  aussi	  pour	  substrat	  la	  petite	  GTPase	  Rab27a,	  et	  qu’une	  étude	  menée	  dans	  le	  laboratoire	  a	   confirmé	   le	   rôle	  de	  Rab27a,	  mais	  aussi	  de	  Rab27b,	  dans	   la	   sécrétion	  des	  exosomes	   par	   les	   cellules	   épithéliales	   humaines	   HeLa	   (Ostrowski	   et	   al.,	   2010).	   Dans	  cette	  dernière	  étude,	  un	  criblage	  a	  aussi	  été	  réalisé,	  portant	  cette	  fois-­‐ci	  directement	  sur	  les	  protéines	  Rab.	  Rab27a	  et	  Rab27b	  sont	  les	  deux	  protéines	  de	  cette	  famille	  qui	  ont	  été	  mises	  en	  évidence	  comme	  nécessaires	  à	   la	   sécrétion	  des	  exosomes	  par	  cette	  méthode.	  Nous	   reviendrons	   sur	   cette	   étude	   plus	   en	   détails	   dans	   la	   troisième	   partie	   de	  l’introduction	  portant	  sur	  les	  protéines	  Rab.	  Brièvement,	  la	  conclusion	  est	  que	  les	  deux	  isoformes	   sont	   impliquées	   de	   façon	   non	   redondante	   dans	   la	   sécrétion	   des	   exosomes.	  Rab27b	   participe	   au	   transfert	   des	   MVBs	   depuis	   le	   réseau	   de	   microtubules	   vers	   le	  cytosquelette	  cortical	  d’actine,	  dans	  le	  maintien	  de	  ces	  MVBs	  à	  la	  périphérie	  cellulaire	  et	  dans	   l’ancrage	   à	   la	   membrane	   plasmique.	   Le	   rôle	   joué	   par	   Rab27a	   n’est	   pas	   aussi	  clairement	  défini,	  mais	  il	  se	  joue	  à	  un	  autre	  niveau	  :	  Rab27a	  pourrait	  soit	  avoir	  pour	  rôle	  d’inhiber	   la	   fusion	   des	   MVBs	   entre	   eux	   ou	   avec	   des	   compartiments	   intracellulaires	  autres	  que	   la	  membrane	  plasmique,	  soit	  permettre	   l’ancrage	  des	  MVBs	  à	   la	  membrane	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(et	   en	   son	   absence,	   les	   vésicules	   fusionnent	   entre	   elles	   plutôt	   qu’avec	   la	   membrane	  plasmique).	  	  Enfin,	  une	  autre	   famille	  de	  protéines	  pouvant	  être	   impliquées	  dans	   la	   sécrétion	  des	   exosomes	   est	   la	   famille	   des	   protéines	   SNAREs	   (Soluble	   NSF	   attachment	   protein	  receptor).	  Ces	  protéines	  permettent	  le	  déclenchement	  de	  la	  fusion	  entre	  les	  membranes	  des	  deux	  compartiments	  destinés	  à	  fusionner.	  Cependant,	  aucun	  rôle	  des	  SNAREs	  dans	  la	  voie	  de	  sécrétion	  des	  exosomes	  n’a	  encore	  été	  démontré.	  	  	  
d)	  Régulation	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  La	  plupart	  des	  cellules	  secrètent	   les	  exosomes	  de	  façon	  constitutive.	  Cependant,	  pour	   certaines	   cellules,	   cette	   sécrétion	   peut	   être	   modulée	   en	   fonction	   des	   signaux	  extérieurs	  et	  de	  l’état	  de	  maturation	  ou	  d’activation	  des	  cellules.	  Ainsi,	  les	  réticulocytes	  secrètent	   des	   exosomes	   portant	   le	   récepteur	   de	   la	   transferrine	   au	   moment	   de	   leur	  maturation	   (Pan	   et	   al.,	   1985).	   La	   sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   lymphocytes	   T	   est	  augmentée	  après	  leur	  activation	  par	  un	  engagement	  du	  TCR	  (Blanchard	  et	  al.,	  2002).	  La	  sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   cellules	   dendritiques	   est	   aussi	   augmentée	   suite	   à	   leur	  interaction	  avec	  un	  LT	  spécifique	  de	  l’antigène	  qu’elles	  présentent	  sur	  les	  molécules	  de	  CMH(Buschow	  et	  al.,	  2009).	  En	  revanche,	   la	  situation	  est	  moins	  claire	  pour	   les	  cellules	  dendritiques	   activées	   par	   le	   LPS	   (lipopolysaccharide)	  :	   il	   a	   été	   montré	   dans	   le	  laboratoire	   que	   les	   DCs	   ainsi	   activées	   secrétaient	   moins	   d’exosomes	   que	   les	   cellules	  dendritiques	   immatures	   (Segura	   et	   al.,	   2005;	   Thery	   et	   al.,	   1999),	   mais	   des	   travaux	  récents	   réalisés	   dans	   le	   laboratoire	   de	   W.	   Stoorvogel	   ne	   confirment	   pas	   cette	  observation.	   Il	   semble	  que	   l’utilisation	  de	   la	   filtration	  pour	  purifier	   les	  exosomes	  dans	  les	   études	   réalisées	   en	   1999	   et	   2005	   ait	   entrainé	   la	   perte	   d’exosomes	   (peut-­‐être	  agrégés)	   faisant	   croire	   à	   une	   diminution	   de	   la	   quantité	   d’exosomes	   sécrétée.	   En	  revanche,	   les	  deux	  groupes	  ont	  observé	  une	  modification	  de	   la	   composition	  protéique	  des	   exosomes	   suite	   à	   l’activation	   des	  DCs	   par	   le	   LPS	   (Hoen	   et	   al.,	   2011;	   Segura	   et	   al.,	  2005).	  Tout	  comme	  pour	  les	  LT,	  l’engagement	  du	  BCR	  sur	  les	  lymphocytes	  B	  (Arita	  et	  al.,	  2008;	  Rialland	  et	  al.,	  2006),	  ou	   leur	  activation	  via	   la	  protéine	  CD40	  (Arita	  et	  al.,	  2008;	  Saunderson	  et	  al.,	  2008)	  induit	  une	  augmentation	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  ces	  cellules.	  Enfin,	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  les	  mastocytes	  est	  induite	  lorsque	  ceux-­‐ci	  sont	   activés	   par	   des	   complexes	   antigène-­‐IgE	   (Raposo	   et	   al.,	   1997).	   De	   plus,	   cette	  
Figure 1.16 : Composition protéique des exosomes 
Ce schéma représente les protéines les plus classiquement retrouvées dans les exosomes de 
différentes types cellulaires. Il est basé sur 15 différentes analyses protéomiques, réalisées 
avec des exosomes purifiés à partir de surnageants de cellules en culture et de liquides 
biologiques. 
Théry, C. Ostrowski, M. and Segura, E. Nat Rev Imm 2010 
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sécrétion	  est	  dépendante	  du	  calcium,	  tout	  comme	  cela	  a	  pu	  être	  observé	  pour	  les	  cellules	  leucémiques	  érythrocytaires	  (Savina	  et	  al.,	  2003).	  	  	  
4/	  La	  composition	  des	  exosomes	  	   Les	   exosomes	   ainsi	   formés	   possèdent	   une	   composition	   très	   particulière,	   ce	   qui	  est	   l’un	  des	   critères	  permettant	  de	   les	  distinguer	  des	   autres	   vésicules	   extracellulaires.	  Nous	  allons	  ainsi	  dans	  cette	  partie	  détailler	  leur	  composition	  en	  protéines,	  lipides	  et	  en	  acides	  nucléiques.	  	  	  
a)	  Composition	  protéique	  des	  exosomes	  	   L’analyse	  de	  la	  composition	  protéique	  des	  exosomes	  a	  tout	  d’abord	  été	  effectuée	  par	   western	   blot	   sur	   des	   exosomes	   de	   lymphocytes	   B,	   de	   mastocytes,	   de	   cellules	  dendritiques	  ou	  encore	  de	  cellules	  tumorales	  (Raposo	  et	  al.,	  1996;	  Raposo	  et	  al.,	  1997;	  Wolfers	  et	  al.,	  2001;	  Zitvogel	  et	  al.,	  1998).	  Depuis	  ces	  analyses	  ont	  été	  effectuées	  sur	  des	  exosomes	   provenant	   de	   multiples	   types	   cellulaires	   et	   sécrétés	   in	   vitro	   dans	   les	  surnageants	   de	   culture	   ou	   in	   vivo	   dans	   les	   fluides	   biologiques.	   Des	   analyses	  protéomiques	   ont	   permis	   de	   préciser	   de	   façon	   plus	   complète	   les	   protéines	   qui	   sont	  présentes	  sur	  les	  exosomes.	  Cela	  a	  tout	  d’abord	  été	  fait	  à	  partir	  d’exosomes	  de	  cellules	  dendritiques	   (Segura	   et	   al.,	   2005;	   Thery	   et	   al.,	   2001;	   Thery	   et	   al.,	   1999)	   puis	   sur	   des	  exosomes	  de	  diverses	  origines	  produits	   in	  vitro	   (Chaput	  et	   al.,	   2006;	  Choi	  et	   al.,	   2007;	  Faure	   et	   al.,	   2006;	   Hegmans	   et	   al.,	   2004;	   Mears	   et	   al.,	   2004;	   Potolicchio	   et	   al.,	   2005;	  Wubbolts	   et	   al.,	   2003)	   ou	   in	   vivo	   (Bard	   et	   al.,	   2004;	   Gatti	   et	   al.,	   2005;	   Pisitkun	   et	   al.,	  2004).	   Ces	   études	   ont	   de	   plus	   permis	   de	   mettre	   en	   évidence	   que	   les	   exosomes	  représentaient	  une	  population	  de	  vésicules	  bien	  distincte	  des	  corps	  apoptotiques	  (Thery	  et	   al.,	   2001).	   Ainsi,	   des	   protéines	   bien	   spécifiques	   sont	   présentes	   dans	   la	   membrane	  limitante	   mais	   aussi	   à	   l’intérieur	   des	   exosomes	   (figure	   1.16).	   On	   peut	   classer	   ces	  protéines	  dans	  différents	  catégories	  :	  (1)	  des	  protéines	  impliquées	  dans	  le	  transport	  des	  compartiments	   intracellulaires	  dont	   les	   protéines	   Rab	   et	   les	   annexines	  ;	   (2)	   des	  protéines	   impliquées	   dans	   la	   formation	   des	   corps	   multivésiculaires	  :	   Tsg101,	   Alix,	  clathrine	  ;	   (3)	   des	   tétraspanines	   CD63,	   CD9,	   CD82,	   CD81	  ;	   (4)	   des	   protéines	   du	  cytosquelette	   ou	   associées	   au	   cytosquelette	  :	   actine,	   tubuline,	   myosine,	   cofiline	   1,	  	  protéines	   de	   la	   famille	   ezrine-­‐radixine-­‐moésine	   (ERM)	  ;	   (5)	   des	  molécules	   impliquées	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dans	  l’adhésion	  comme	  la	  lactadhérine	  (ou	  MFGE8	  pour	  Milk	  fat	  globule	  EGF	  factor	  8)	  et	  les	  intégrines	  ;	  (6)	  des	  protéines	  associées	  aux	  radeaux	  lipidiques	  comme	  la	  flotiline	  1	  ;	  (7)	  des	  protéines	  chaperonnes	  :	  HSP70,	  HSP90	  ;	  (8)	  des	  molécules	  de	  signalisation	  et	  du	  métabolisme	  ;	  (9)	  des	  molécules	  du	  CMH	  de	  classe	  I.	  Diverses	  autres	  protéines	  peuvent	  être	  présentes	  ou	  non	  en	  fonction	  du	  type	  cellulaire	  d’où	  proviennent	  les	  exosomes	  :	  des	  complexes	   CMH-­‐II-­‐peptides	   sur	   les	   exosomes	   de	   cellules	   présentatrices	   de	   l’antigène,	  des	   molécules	   de	   costimulation	   sur	   les	   exosomes	   de	   DCs	   activées,	   des	   antigènes	  tumoraux	   sur	   les	   exosomes	   issus	   de	   cellules	   tumorales	   par	   exemple.	   Comme	   nous	   le	  verrons	  plus	  tard,	  certaines	  de	  ces	  protéines	  peuvent	  participer	  à	  l’interaction	  entre	  les	  exosomes	   et	   d’éventuels	   partenaires	   cellulaires	   ainsi	   qu’à	   leurs	   fonctions	   par	   la	  transmission	  d’un	  signal	  aux	  cellules	  réceptrices.	  	  	  Parmi	  toutes	  les	  protéines	  pouvant	  être	  incorporées	  dans	  les	  exosomes	  et	  mises	  en	   évidence	   par	   les	   méthodes	   de	   protéomique,	   certaines	   sont	   communément	  (indépendamment	   du	   type	   cellulaire	   ou	   de	   l’état	   d’activation)	   et	   spécifiquement	  enrichies	   dans	   les	   exosomes	   par	   rapport	   aux	   lysats	   cellulaires.	   Elles	   sont	   considérées	  comme	  des	  marqueurs	  des	   exosomes	  :	   CD63,	  CD81,	  CD9,	  Tsg101,	  Alix,	  MFGE8,	  Hsc70,	  CMH	  I	  et	  CMH	  II	  notamment.	  	  	  
b)	  Composition	  lipidique	  des	  exosomes	  	   La	   composition	   en	   lipides	   des	   exosomes	   diffère	   de	   celle	   de	   la	   membrane	  plasmique.	   Leur	   membrane	   est	   spécifiquement	   enrichie	   en	   (1)	   cholestérol,	   (2)	  sphingolipides	  :	   le	   ganglioside	   GM3,	   la	   sphingomyéline,	   (3)	   céramide,	   (4)	  glycérophospholipides	  :	   phosphatidylinositol,	   phosphatidylcholine,	   phosphatidylsérine,	  phosphatidyléthanolamine,	   acide	   phosphatidique	   (Subra	   et	   al.,	   2007;	   Trajkovic	   et	   al.,	  2008;	  Wubbolts	  et	  al.,	  2003).	  En	  revanche	  deux	  sphingolipides,	  le	  cardiolipide	  et	  l’acide	  lysobisphosphatidique	  (LBPA),	  sont	  absents	  des	  exosomes.	  La	  résistance	  des	  exosomes	  à	   la	   solubilisation	   par	   différents	   détergents	   confirme	   la	   présence	   radeaux	   lipidiques.	  Enfin,	   la	   phosphatidylsérine,	   normalement	   localisée	   sur	   le	   feuillet	   interne	   de	   la	  membrane	   plasmique	   (via	   une	   translocation	   active),	   est	   exposée	   à	   la	   surface	   des	  exosomes.	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c)	  Des	  acides	  nucléiques	  dans	  les	  exosomes	  En	   2007,	   le	   groupe	   de	   J.	   Lötvall	   a	   mis	   en	   évidence	   pour	   la	   première	   fois	   la	  présence	   d’ARN	   messagers	   (ARNm)	   et	   de	   micro-­‐ARN	   (miRNA)	   dans	   la	   lumière	   des	  exosomes	  sécrétés	  par	   les	  mastocytes	  murins	  et	  humains(Valadi	  et	  al.,	  2007).	  Les	  ARN	  ont	   été	   détectés	   par	   trois	   méthodes	   différentes	  :	   électrophorèse	   sur	   gel	   d’agarose,	  spectrophotométrie	  et	  Bioanalyzer.	  1300	  ARNm	  différents,	  soit	  8%	  des	  ARNm	  transcrits	  par	  la	  cellule,	  ont	  pu	  être	  détectés	  dans	  les	  exosomes.	  Le	  traitement	  des	  exosomes	  par	  la	  RNAse	   (ribonucléase)	   n’abolit	   pas	   la	   détection	   des	  ARN,	   éliminant	   la	   possibilité	   d’une	  contamination	  par	  des	  ARN	  libérés	  dans	   le	  milieu	  et	  co-­‐centrifugés	  avec	   les	  exosomes.	  Par	   ailleurs,	   un	   traitement	   à	   la	   trypsine	   fut	   aussi	   effectué	   afin	   d’éliminer	   d’éventuels	  complexes	   macromoléculaires	   contenant	   des	   ARN	   qui	   pourraient	   être	   associés	   aux	  exosomes.	  De	  la	  même	  façon,	  ce	  traitement	  ne	  modifia	  pas	  les	  quantités	  d’ARN	  détectées	  dans	   les	  culots	  d’exosomes,	   indiquant	  que	  ces	  ARN	  sont	  bien	  présents	  dans	   la	   lumière	  des	  vésicules.	  De	  plus,	  ces	  ARN	  sont	  présents	  dans	  des	  vésicules	  flottant	  sur	  un	  gradient	  de	   sucrose	   à	   une	  densité	   comprise	   entre	  1,11	   et	   1,21	   g/mL,	   tout	   comme	   le	  marqueur	  exosomal	  CD63.	  Les	  exosomes	   contiennent	  donc	  des	  ARN	  messagers,	  qui	  de	  plus	   sont	  fonctionnels	  puisque	  cette	  même	  étude	  montre	  qu’ils	  peuvent	  être	  traduits	  in	  vitro	  et	  in	  
vivo	  dans	  des	  cellules	   réceptrices.	  D’autre	  part,	  de	  nombreux	  ARN	  de	  petite	   taille	   sont	  mis	  en	  évidence	  dans	   les	  exosomes,	   et	  une	  analyse	  plus	  poussée	  a	  permis	  de	  montrer	  que	   les	   exosomes	   de	   mastocytes	   contiennent	   121	   miRNA	   différents.	   Dans	   le	   cas	   des	  ARNm	   comme	   dans	   celui	   des	   miRNA,	   les	   profils	   observés	   montrent	   qu’il	   y	   a	   une	  sélection	  des	  ARN	  incorporés	  dans	  les	  exosomes	  et	  non	  une	  capture	  au	  hasard	  du	  pool	  d’ARN	  présents	  dans	  le	  cytoplasme	  cellulaire.	  Depuis,	  d’autres	  groupes	  ont	  confirmé	  la	  présence	  d’ARN	  dans	  les	  exosomes.	  Par	  exemple,	  des	  miRNA	  viraux	  sont	  présents	  dans	  les	  exosomes	  produits	  par	  les	  lymphocytes	  B	  infectés	  avec	  l’EBV	  (Pegtel	  et	  al.,	  2010).	  Ces	  miRNA	   sont	   transférés	   dans	   des	   cellules	   dendritiques	   non	   infectées	   qui	   capturent	   les	  exosomes.	   Ils	  y	   induisent	  alors	   la	   répression	  de	   l’expression	  de	   leurs	  gènes	  cibles.	  Les	  exosomes	   de	   cellules	   dendritiques	   contiennent	   aussi	   des	   miRNA,	   et	   de	   façon	  intéressante	   ce	   contenu	   en	   miRNA	   change	   avec	   l’état	   de	   maturation	   des	   cellules	   et	  notamment	  après	   traitement	  par	   le	  LPS	  (Montecalvo	  et	  al.,	  2012).	  Ces	  miRNA	  peuvent	  être	   transférés	  à	  d’autres	  DCs	  dans	   lesquels	   ils	  sont	   fonctionnels.	  Une	  étude	  publiée	   la	  même	   année	   a	   confirmé	   la	   présence	   de	   miRNA	   dans	   les	   DCs	   mais	   aussi	   dans	   les	  exosomes	   de	   lymphocytes	   T	   et	   de	   lymphocytes	   B,	   avec	   un	   profil	   différent	   de	   celui	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observé	   dans	   le	   cytoplasme	   cellulaire	   (Mittelbrunn	   et	   al.,	   2011).	   Cette	   étude	   a	   ainsi	  montré	   le	   transfert	   de	   ces	  miRNA	   via	   des	   exosomes	   CD63+	   depuis	   les	   lymphocytes	   T	  vers	   les	   cellules	   présentatrices	   de	   l’antigène,	   suivi	   d’une	  modulation	   d’expression	   des	  gènes	  cibles	  (testé	  avec	  un	  gène	  rapporteur)	  dans	  ces	  dernières.	  	  Enfin,	   d’autres	   groupes	   ont	   montré	   la	   présence	   d’ARNm	   et	   de	   miRNA	  biologiquement	   actifs	   dans	   des	   préparations	   contenant	   à	   la	   fois	   des	  microvésicules	   et	  des	  exosomes	  (Ratajczak	  et	  al.,	  2006;	  Skog	  et	  al.,	  2008;	  Zhang	  et	  al.,	  2010).	  	  Il	  serait	  donc	  intéressent	   de	   savoir	   si	   les	   ARN	   présents	   dans	   chacune	   de	   ces	   deux	   populations	   de	  vésicules	  sont	  les	  mêmes	  et	  en	  quelles	  proportions,	  ainsi	  que	  de	  savoir	  dans	  quel	  type	  de	  vésicules	   se	   trouvent	   les	   ARN	   induisant	   les	   modifications	   observées	   sur	   les	   cellules	  voisines.	  	  Plus	  récemment,	   la	  présence	  de	  séquences	  d’ADN	  dans	   les	  exosomes	  a	  aussi	  été	  démontrée.	   Ces	   séquences	   sont	   des	   retrotransposons	   provenant	   de	   rétrovirus	  endogènes	  et	  des	  séquences	  oncogéniques	  amplifiées	  ou	  mutées	  (Balaj	  et	  al.,	  2011).	  	  
5/	  Fonctions	  des	  exosomes	  secrétés	  par	  les	  cellules	  tumorales	  	   De	  nombreux	  groupes	  de	  recherche	  tentent	  actuellement	  de	  comprendre	  quelles	  sont	  les	  implications	  physiologiques	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  in	  vivo	  et	  quels	  rôles	  ces	   vésicules	   peuvent-­‐elles	   jouer.	   Au	   moment	   de	   leur	   découverte	   par	   les	   groupes	   de	  Johnstone	  et	  Stahl,	  les	  exosomes	  étaient	  simplement	  considérés	  comme	  un	  moyen	  pour	  les	   réticulocytes	   de	   se	   décharger	   de	   protéines	   qui	   ne	   leur	   étaient	   plus	   nécessaires	   au	  cours	  de	  leur	  maturation	  (le	  récepteur	  à	  la	  transferrine	  notamment).	  L’intérêt	  envers	  les	  exosomes	  s’est	   toutefois	   intensifié	  avec	   la	  mise	  en	  évidence	  que	   les	  exosomes	  sécrétés	  par	  les	  lymphocytes	  B	  (transformés	  par	  l’EBV)	  étaient	  capables	  d’induire	  l’activation	  des	  lymphocytes	   T	   CD4+	   reconnaissant	   de	   façon	   spécifique	   les	   complexes	   CMH	   II-­‐peptide	  présents	  sur	  les	  exosomes	  (Raposo	  et	  al.,	  1996).	  La	  démonstration	  du	  rôle	  des	  exosomes	  produits	   par	   des	   cellules	   dendritiques	   préalablement	   chargées	   avec	   des	   antigènes	  tumoraux,	   dans	   l’induction	   d’une	   réponse	   immunitaire	   anti-­‐tumorale	   conduisant	   à	  l’inhibition	   de	   la	   croissance	   des	   tumeurs	   in	   vivo,	   a	   ensuite	   permis	   d’envisager	   une	  possible	   utilisation	   des	   exosomes	   en	   tant	   qu’agents	   thérapeutiques	   anti-­‐cancéreux	  (Zitvogel	  et	  al.,	  1998).	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   A	   l’heure	   actuelle,	   de	   nombreux	   rôles	   ont	   été	   attribués	   aux	   exosomes	   produits	  par	  différents	  types	  cellulaires,	  principalement	  suite	  à	  des	  observations	  in	  vitro,	  ou	  à	  des	  expériences	  in	  vivo,	  réalisées	  avec	  des	  exosomes	  préalablement	  purifiés	  et	  concentrés	  à	  partir	  de	  surnageants	  de	  culture	  ou	  de	  liquides	  biologiques.	  Il	  a	  ainsi	  pu	  être	  montré	  que	  les	  exosomes,	  selon	  leur	  origine	  cellulaire,	  pouvaient	  participer,	  comme	  nous	  l’avons	  dit	  à	  l’élimination	  de	  molécules	  et	  à	  la	  présentation	  antigénique,	  mais	  aussi	  au	  transfert	  de	  membranes,	  de	  protéines	  et	  d’acides	  nucléiques,	  à	   la	  dissémination	  des	  pathogènes	  ou	  de	  protéines	  pathogènes	  (par	  exemple	  dans	  le	  cas	  de	  la	  maladie	  d’Azheimer	  (Rajendran	  et	  al.,	  2006)	  et	  des	  maladies	  à	  prions	  (Fevrier	  et	  al.,	  2004)).	  Les	  travaux	  réalisés	  pendant	  cette	  thèse	  ont	  porté	  sur	  le	  rôle	  des	  exosomes	  produits	  par	  les	  cellules	  tumorales	  in	  vivo	  dans	   la	   croissance	   des	   tumeurs	   et	   la	   réponse	   immunitaire	   tumorale.	   Ainsi,	   dans	   cette	  partie,	  nous	  allons	  nous	  focaliser	  sur	  ce	  qui	  est	  connu	  concernant	  les	  rôles	  joués	  par	  les	  exosomes	  produits	  par	  les	  cellules	  tumorales,	  dans	  la	  croissance	  tumorale.	  Mais	  avant	  de	  pouvoir	  avoir	  une	  éventuelle	  action	  sur	  les	  cellules	  voisines,	  les	  exosomes	  doivent	  dans	  un	   premier	   temps	   pouvoir	   interagir	   avec	   celles-­‐ci.	   Nous	   allons	   donc	   commencer	   par	  traiter	  des	  mécanismes	  d’interaction	  entre	  les	  exosomes	  et	  les	  cellules	  réceptrices,	  puis	  nous	  présenterons	  des	   rôles	  pro-­‐	  ou	  anti-­‐tumoraux	  des	  exosomes,	  dépendants	  ou	  non	  du	  système	  immunitaire.	  	  	  
a)	  Mécanismes	  d’interaction	  des	  exosomes	  avec	  les	  cellules	  voisines	  	   De	   par	   les	   molécules	   qu’ils	   présentent	   à	   leur	   surface,	   les	   exosomes	   peuvent	  interagir	   avec	   les	   cellules	   voisines,	   de	   différentes	   façons	   et	   via	   différents	   récepteurs	  cellulaires.	   Cette	   interaction	   peut	   ensuite	   induire	   une	   voie	   de	   signalisation	  intracellulaire,	   conduire	   à	   la	   fusion	   des	   exosomes	   avec	   la	   membrane	   plasmique,	   ou	  encore	  aboutir	  à	  l’internalisation	  des	  exosomes	  par	  endocytose,	  suivie	  d’une	  fusion	  avec	  le	   compartiment	   endosomal.	   Dans	   ces	   deux	   derniers	   cas,	   les	   protéines	   et	   acides	  nucléiques	  contenus	  dans	  la	  lumière	  des	  exosomes	  seront	  libérés	  dans	  le	  cytoplasme	  de	  la	  cellule	  où	  ils	  pourront	  éventuellement	  modifier	  ses	  propriétés.	  Suivre	  le	  devenir	  des	  exosomes	  après	  leur	  sécrétion	  reste	  un	  but	  très	  difficile	  à	  atteindre	  du	  fait	  de	  leur	  taille	  si	   petite	   qu’elle	   se	   trouve	   dans	   la	   limite	   de	   résolution	   (<	   150	   nm)	   des	  microscopes	   à	  fluorescence,	   ne	   permettant	   pas	   de	   les	   visualiser	   avec	   ces	   appareils.	   Seules	   les	  techniques	   de	   microscopie	   électronique	   permettent	   une	   visualisation	   fiable	   des	  
Figure 1.17 : Mécanismes d’interaction entre les exosomes et une cellule 
réceptrice. 
Les exosomes peuvent interagir de différentes façons avec les cellules réceptrices. La 
phosphatidylsérine des exosomes peut être reconnue par les récepteurs TIM1 et TIM4 sur 
les LT, ou par la protéine soluble Mfge8. Cette dernière peut ensuite interagir directement 
avec les intégrines αvβ3 et αvβ5 à la surface cellulaire. Il a aussi été montré que les 
exosomes portent à leur surface des intégrines reconnues par la molécule ICAM-1 sur les 
fibroblastes activés. Les exosomes de DCs peuvent eux-mêmes exposer ICAM-1 à leur 
surface et interagir avec des cellules exprimant LFA1 (DCs et LT activés). Les exosomes 
peuvent ensuite rester à la surface des cellules ou fusionner avec la membrane plasmique 
permettant le transfert de leur contenu dans le cytoplasme de la cellulaire. Ils peuvent aussi 
être phagocytés puis éventuellement fusionner avec la membrane du phagosome. 
Théry, C. Ostrowski, M. and Segura, E. Nat Rev Imm 2010 
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exosomes,	   mais	   elles	   sont	   plus	   compliquées	   à	   mettre	   en	   place	   dans	   ce	   cadre	  d’expériences.	   La	   plupart	   du	   temps,	   des	   colorants	   lipophiles	   fluorescents	   qui	   se	  concentrent	   dans	   les	   exosomes	   sont	   utilisées	   afin	   de	   visualiser	   les	   cellules	   avec	  lesquelles	  ils	  interagissent.	  	   Diverses	   méthodes	   d’études	   in	   vitro,	   notamment	   l’utilisation	   d’anticorps	  bloquants,	  ont	  toutefois	  permis	  d’identifier	  des	  molécules	  importantes	  pour	  l’interaction	  entre	   les	   exosomes	   et	   les	   cellules	   cibles	   (figure	   1.17).	   Une	   première	   étude	   a	   ainsi	  montré	   que	   le	   blocage	   simultané	   de	   CD51	   (intégrine	   αv)	   et	   de	   CD61	   (intégrine	   β3)	  réduisait	   la	  prise	  en	   charge	  des	  exosomes	  de	  DCs	  par	   les	  DCs	  murines	  d’environ	  30%	  (Morelli	   et	   al.,	   2004).	  En	   revanche,	   le	  blocage	  d’autres	  protéines	   comme	  CD9,	  CD81	  et	  CD11a	   ne	   diminue	   la	   prise	   en	   charge	   des	   exosomes	   par	   les	   DCs	   que	   de	   5	   à	   10%.	   La	  molécule	  d’adhésion	  ICAM-­‐1	  présente	  sur	  les	  exosomes	  de	  DCs	  permet	  leur	  interaction	  via	   le	   récepteur	   LFA-­‐1	   (leucocyte	   function	   associated	   antigen-­‐1)	   avec	   les	   cellules	  dendritiques	   CD8+(Segura	   et	   al.,	   2007),	   mais	   aussi	   avec	   les	   lymphocytes	   T	   activés	  (Nolte-­‐'t	   Hoen	   et	   al.,	   2009).	   Il	   a	   d’autre	   part	   été	   montré	   que	   les	   exosomes	   de	   LB	  présentent	   à	   leur	   surface	   des	   intégrines	   	   (β1	   et	   β2)	   fonctionnelles	   qui	   permettent	  l’adhérence	   de	   ces	   vésicules	   sur	   la	   matrice	   extracellulaire	   (collagène	   de	   type	   I	   et	  fibronectine)	   (Clayton	   et	   al.,	   2004;	   Rieu	   et	   al.,	   2000).	   Ces	   intégrines	   permettent	   aussi	  l’interaction	   avec	   les	   fibroblastes	   activés	   par	   le	   TNF-­‐α,	   de	   façon	   dépendante	   de	  l’expression	   de	   ICAM-­‐I	   sur	   ces	   derniers	   (Clayton	   et	   al.,	   2004).	   Comme	  nous	   le	   disions	  précédemment,	  les	  exosomes	  exposent	  à	  leur	  surface	  la	  phosphatidylsérine	  (PS),	  ce	  qui	  leur	   permet	   d’interagir	   avec	   des	   cellules	   exprimant	   des	   récepteurs	   à	   la	   PS	   comme	   le	  récepteur	  TIM-­‐1	  (T	  cell	  immunoglobulin	  domain	  and	  mucin	  domain	  protein	  1)	  exprimé	  par	   les	   LT	   activés	   et	   TIM-­‐4	   exprimé	   par	   les	   macrophages.	   Les	   exosomes	   sont	   ainsi	  recrutés	   à	   la	   surface	  des	   cellules	   exprimant	  Tim1	  et	  Tim4,	   et	   il	   semblent	  même	  qu’ils	  pourraient	  servir	  de	  lien	  entre	  les	  deux	  types	  cellulaires,	  c’est	  à	  dire	  entre	  les	  LT	  activés	  et	   les	  macrophages	   (Miyanishi	   et	   al.,	   2007).	   D’autre	   part,	   la	   protéine	  Mfge8	   (milk	   fat	  globule	   epidermal	   growth	   factor	   (EGF)	   factor	   8),	   qui	   est	   trouvée	   enrichie	   dans	   les	  exosomes,	  est	   capable	  d’interagir	  avec	   la	  PS	  à	   la	   surface	  des	  vésicules	  extracellulaires.	  Via	  un	  autre	  domaine,	  la	  protéine	  Mfge8	  entre	  en	  contact	  avec	  les	  intégrines	  αvβ3	  et	  αvβ5,	  ce	   qui	   fait	   d’ailleurs	   de	   Mfge8	   un	   acteur	   essentiel	   dans	   la	   phagocytose	   des	   corps	  apoptotiques	   par	   les	   cellules	   phagocytaires	   (Hanayama	   et	   al.,	   2002).	   Ainsi,	   un	  mécanisme	   semblable	   à	   celui	   observé	  pour	   les	   corps	   apoptotiques	  pourrait	   permettre	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l’interaction	   entre	   les	   exosomes,	   la	   protéine	   Mfge8	   et	   les	   cellules	   exprimant	   les	  intégrines	  αvβ3	  et	  αvβ5.	   Cependant,	   un	   tel	   rôle	   de	   Mfge8	   n’a	   pu	   être	   mis	   en	   évidence	  puisque	  les	  exosomes	  produits	  par	  des	  cellules	  dendritiques	  provenant	  de	  souris	  Mfge8-­‐
/-­‐	   sont	   toujours	   capables	   d’interagir	   avec	   d’autres	   cellules	   dendritiques	   et	   de	   leur	  transférer	  des	  antigènes,	  aboutissant	  à	  l’activation	  de	  lymphocytes	  T	  spécifiques	  (Segura	  et	   al.,	   2005;	   Veron	   et	   al.,	   2005).	   D’autres	   couples	   récepteur/ligand	   sont	   donc	  probablement	  impliqués	  ici.	  	   L’interaction	   des	   exosomes	   avec	   les	   cellules	   réceptrices	   permet	  :	   (1)	   la	  transduction	  d’un	  signal	  intracellulaire	  via	  le	  récepteur	  impliqué	  dans	  l’interaction	  (2)	  la	  fusion	   des	   exosomes	   avec	   la	  membrane	   plasmique,	   ou	   (3)	   l’endocytose	   des	   exosomes	  éventuellement	  suivie	  de	  la	  fusion	  dans	  les	  compartiments	  d’endocytose.	  La	  fusion	  des	  exosomes	  avec	  la	  cellule	  cible	  a	  été	  suggérée	  le	  transfert	  d’ARNm	  ou	  miRNA	  exosomaux	  dans	  le	  cytoplasme	  des	  cellules	  interagissant	  avec	  les	  exosomes	  (Montecalvo	  et	  al.,	  2012;	  Ratajczak	  et	  al.,	  2006;	  Valadi	  et	  al.,	  2007).	  Le	  marquage	  des	  exosomes	  avec	  des	  colorants	  lipophiles	   fluorescents	   a	   été	   utilisé	   dans	   de	   nombreuses	   études	   afin	   de	   montrer	   la	  capture	   des	   exosomes	   par	   les	   cellules.	   Dans	   l’une	   de	   ces	   études,	   après	   avoir	   en	   effet	  constaté	   la	   localisation	   des	   exosomes	   dans	   divers	   compartiments	   intracellulaires	  (endosomes	  précoces	  et	   lysosomes),	   les	  auteurs	  ont	   	   cherché	  à	   savoir	   si	   les	  exosomes	  fusionnaient	   ou	  non	   avec	   ces	   compartiments.	   Pour	   cela,	   les	   exosomes	   ont	   été	  marqué	  avec	  la	  molécule	  R18	  (octadecyl	  rhodamine	  B	  chloride),	  qui	  a	  pour	  propriété	  d’éteindre	  sa	   propre	   fluorescence.	   Ainsi,	   lorsqu’elle	   est	   concentrée	   comme	   c’est	   le	   cas	   dans	   les	  exosomes,	  aucune	  fluorescence	  n’est	  détectée.	  En	  revanche	  s’il	  y	  a	  fusion	  avec	  une	  autre	  membrane,	   la	   diffusion	   de	   la	   molécule	   dans	   la	   membrane	   receveuse	   permettra	  l’émission	  de	  fluorescence.	  Par	  cette	  méthode,	  les	  auteurs	  ont	  mis	  en	  évidence	  la	  fusion	  entre	   les	   exosomes	   et	   les	   compartiments	   de	   la	   voie	   d’endocytose.	   D’autre	   part,	   cette	  fusion	  se	   fait	  plus	  efficacement	  dans	  des	  conditions	  de	  pH	  acide	  qui	  correspondent	  au	  pH	  dans	  le	  microenvironnement	  tumoral	  (Parolini	  et	  al.,	  2009).	  Une	  étude	  plus	  récente	  a	  d’une	  part	  confirmé	  le	  transfert	  du	  contenu	  des	  exosomes	  dans	  une	  cellule	  dendritique	  réceptrice,	  et	  d’autre	  part	  l’existence	  d’un	  phénomène	  d’endocytose	  des	  exosomes	  et	  de	  fusion	   de	   ces	   vésicules	   avec	   une	  membrane	   de	   la	   cellule(Montecalvo	   et	   al.,	   2012).	   Le	  transfert	   du	   contenu	   de	   la	   lumière	   des	   exosomes	   a	   été	   montré	   par	  :	   (1)	   incubation	  d’exosomes	  contenant	  la	  luciférine	  (substrat	  de	  la	  luciférase)	  avec	  des	  DCs	  exprimant	  la	  luciférase	  :	   la	   détection	   d’une	   émission	   de	   lumière	   qui	   augmente	   au	   cours	   du	   temps	  
Figure 1.18 : Les effets activateurs et inhibiteurs des exosomes tumoraux sur les 
cellules du système immunitaire. 
Les fonctions des exosomes tumoraux produits et purifiés in vitro sur l’activité des cellules 
immunitaires in vitro et in vivo ont été étudiées par de nombreux groupes. Sur la partie gauche 
du schéma sont représentées les fonctions pro-tumorales par activation d’une réponse 
immunitaire anti-tumorale spécifique. A droite du schéma se trouvent les fonctions pro-
tumorales attribuées aux exosomes, par inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale et 
promotion d’un environnement immunosuppresseur et inflammatoire. Enfin, comme cela est 
représenté en bas du schéma, les vésicules (pas de démonstration directe que ce soit des 
exosomes) peuvent transférer des ARN et des protéines oncogènes aux cellules tumorales ou 
aux autres cellules de l’environnement. 
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montre	   que	   la	   luciférine	   présente	   dans	   la	   lumière	   des	   exosomes	   est	   oxydée	   par	   la	  luciférase	   présente	   dans	   le	   cytosol	   des	   DCs.	   (2)	   incubation	   d’exosomes	   contenant	   les	  miRNA	  miR-­‐451	  et	  miR-­‐148a	  avec	  les	  cellules	  de	  la	  lignée	  DC2.4	  (qui	  ne	  possèdent	  pas	  ces	   miRNA)	  contenant	   un	   plasmide	   dans	   lequel	   se	   trouvent	   la	   séquence	   codant	   la	  luciférase	  et	  trois	  copies	  des	  séquences	  cibles	  de	  miR-­‐451	  ou	  miR-­‐148a	  :	  l’expression	  de	  la	  luciférase	  est	  éteinte	  en	  présence	  des	  exosomes.	  Pour	  mettre	  en	  évidence	  l’endocytose	  des	   exosomes	   ceux-­‐ci	   ont	   été	   marqués	   avec	   la	   pHrodo,	   une	   molécule	   qui	   devient	  fluorescente	   lorsqu’elle	   se	   trouve	  au	  pH	  phagosomal.	  De	   la	   fluorescence	  est	  émise	  par	  les	  DCs	   incubées	   avec	   ces	   exosomes,	   confirmant	   la	   phagocytose	   des	   exosomes	  par	   les	  DCs,	   phénomène	  qui	   peut	   être	   inhibé	   à	   4°	   ou	   avec	   un	   inhibiteur	   du	   cytosquelette	   par	  exemple.	  Cette	  internalisation	  des	  exosomes	  est	  aussi	  confirmée	  in	  vivo.	  Enfin,	  la	  fusion	  des	  exosomes	  avec	  les	  cellules	  réceptrices	  a	  été	  mise	  en	  évidence,	  comme	  dans	  l’étude	  précédemment	  citée,	  par	  l’utilisation	  de	  la	  molécule	  R18.	  Cette	  fusion	  est	  inhibée	  à	  4°C,	  n’a	   pas	   lieu	   si	   les	  DCs	   sont	   préalablement	   fixées	   (éliminant	   l’hypothèse	   d’un	   transfert	  direct	   des	   molécules	   de	   R18	   des	   exosomes	   vers	   les	   DCs)	   et	   requiert	   la	   présence	   de	  microdomaines	  riches	  en	  cholestérol	  sur	  les	  cellules	  receveuses.	  	  
b)	  Les	  fonctions	  des	  exosomes	  tumoraux	  dans	  l’immunité	  tumorale	  	   Diverses	  études	  ont	  étudié	  l’influence	  des	  exosomes	  produits	  par	  les	  tumeurs	  sur	  le	   système	   immunitaire	   et	   son	   action	   dans	   la	   croissance	   tumorale.	   Pour	   cela,	   les	  exosomes	   ont	   été,	   dans	   la	   grande	  majorité	   des	   cas,	   purifiés	   et	   concentrés	   à	   partir	   de	  lignées	  cellulaires	  en	  culture	  ou	  bien	  à	  partir	  d’ascites	  de	  patients	  atteints	  d’un	  cancer.	  Nous	   allons	   voir	   que	   selon	   leurs	   propriétés,	   et	   principalement	   selon	   leur	   composition	  protéique,	  les	  exosomes	  peuvent	  influencer	  la	  réponse	  immunitaire	  vers	  un	  rôle	  anti-­‐	  ou	  pro-­‐tumoral	   (figure	   1.18)	   (Bobrie	   et	   al.,	   2011).	   Ils	   peuvent	   aussi	   moduler	   le	  microenvironnement	  tumoral	  de	  façon	  indépendante	  du	  système	  immunitaire.	  	   (1)	  Rôles	  anti-­‐tumoraux	  des	  exosomes	  par	  activation	  du	  système	  immunitaire	  La	   principale	   caractéristique	   des	   exosomes	   de	   cellules	   tumorales	   qui	   leur	   permet	  d’induire	  une	  réponse	  immunitaire	  anti-­‐tumorale	  est	  la	  présence	  d’antigènes	  tumoraux	  dans	  les	  exosomes.	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•	  Les	  cellules	   tumorales	  murines	  et	  humaines	  en	  culture	  produisent	  des	  exosomes	  qui	  portent	  des	  antigènes	  tumoraux.	  Ces	  exosomes,	  lorsqu’ils	  sont	  utilisés	  pour	  vacciner	  des	  souris	  de	   façon	  préventive,	  avant	   injection	  des	  cellules	   tumorales,	  protègent	   les	  souris	  du	  développement	  d’une	   tumeur	  plus	   efficacement	  que	   la	   vaccination	  par	  des	   cellules	  irradiées	  ou	  des	  lysats	  tumoraux.	  De	  plus,	  l’injection	  de	  cellules	  dendritiques	  traitées	  ex	  
vivo	   avec	   les	   exosomes	   de	   la	   tumeur	   permet	   un	   ralentissement	   significatif	   de	   la	  croissance	   tumorale,	   via	   une	   réponse	   immunitaire	   dépendante	   des	   lymphocytes	   T	  (Wolfers	  et	  al.,	  2001).	  Un	  transfert	  des	  antigènes	  tumoraux	  contenus	  dans	  les	  exosomes	  vers	   les	   cellules	   dendritiques	   semble	   ainsi	   permettre	   l’induction	   d’une	   réponse	  lymphocytaire	   T	   anti-­‐tumorale.	   Ce	   résultat	   a	   été	   confirmé	   ensuite	   dans	   cette	   même	  étude	   avec	   un	   modèle	   humain	   in	   vitro	  :	   les	   exosomes	   de	   mélanomes,	   contenant	  l’antigène	   Mart-­‐1/MelanA	   sont	   capables	   de	   transférer	   ces	   antigènes	   aux	   cellules	  dendritiques	  qui	  activent	  ensuite	  les	  lymphocytes	  T	  spécifiques.	  	  
•	  Les	  exosomes	   tumoraux	  produits	   chez	  des	  patients	  atteints	  d’un	  cancer	  et	  purifiés	  à	  partir	  d’ascites,	  présentent	   les	  mêmes	  propriétés.	  En	  effet,	   les	  exosomes	  présents	  chez	  les	   patients	   atteints	   d’un	  mélanome	   contiennent	   les	   antigènes	   TRP,	   gp	   100	   et	  Mart-­‐1,	  alors	   que	   les	   exosomes	   provenant	   de	   patientes	   avec	   un	   cancer	   de	   l’ovaire	   ou	   du	   sein	  contiennent	  l’antigène	  Her2/Neu.	  Les	  exosomes	  d’ascites	  sont	  capables,	  en	  présence	  de	  cellules	  dendritiques,	  d’induire	  l’activation	  de	  clones	  de	  lymphocytes	  T	  spécifiques,	  mais	  aussi	  de	   lymphocytes	  T	  CD8+	  purifiés	  du	  sang	  des	  patients	   in	  vitro.	  Ces	  LT	  présentent	  une	  activité	  cytotoxique	  envers	  les	  cellules	  tumorales	  autologues	  et	  produisent	  de	  l’IFNγ	  (Andre	  et	  al.,	  2002b).	  
•	   Certains	   traitements	   permettent	   de	   rendre	   les	   exosomes	   tumoraux	  immunostimulateurs	  :	   les	   exosomes	  produits	  par	  des	   cellules	   tumorales	   ayant	   subi	  un	  stress	   sont	   capables	   d’induire	   une	   réponse	   immunitaire	   anti-­‐tumorale.	   Par	   exemple,	  suite	   à	  un	   choc	   thermique,	   les	   cellules	   tumorales	   expriment	   à	   leur	   surface	   la	  protéine	  chaperonne	   Hsp70	   (Vega	   et	   al.,	   2008).	   Les	   exosomes	   produits	   reflètent	   le	   niveau	  d’expression	  de	  Hsp70	  par	  les	  cellules	  tumorales	  (Gastpar	  et	  al.,	  2005).	  Une	  expression	  plus	  importante	  de	  Hsp70	  sur	  les	  exosomes	  leur	  donne	  la	  capacité	  d’activer	  les	  cellules	  NK	   (Gastpar	   et	   al.,	   2005),	   les	   macrophages	   (Vega	   et	   al.,	   2008),	   et	   d’induire	   plus	  efficacement	   la	   maturation	   des	   cellules	   dendritiques	   et	   une	   réponse	   T	   anti-­‐tumorale	  (Dai	   et	   al.,	   2005).	   Lorsque	   ces	   exosomes	   enrichis	   en	  Hsp70	   sont	   injectés	   à	   des	   souris	  portant	  des	  tumeurs	  (et	  en	  présence	  de	  CpG),	  ils	  induisent	  une	  réponse	  anti-­‐tumorale	  de	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type	  Th1	  conduisant	  à	  un	  ralentissement	  de	   la	  croissance	  des	   tumeurs	  plus	   important	  que	   des	   exosomes	   produits	   par	   les	   mêmes	   cellules	   non	   stressées	   (Cho	   et	   al.,	   2009).	  D’autre	   part,	   les	   exosomes	   sécrétés	   par	   des	   cellules	   tumorales	   transfectées	   avec	   un	  vecteur	   viral	   contenant	   le	   gène	   de	   l’IL-­‐18,	   contiennent	   cette	   interleukine	   et	   sont	  capables	   d’induire	   in	   vitro	   une	   meilleure	   maturation	   des	   cellules	   dendritiques	   et	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  cytotoxiques	  spécifiques	  (Dai	  et	  al.,	  2006).	  	  
•	   Enfin,	   une	   étude	   a	   été	   réalisée	   dans	   le	   laboratoire	   dans	   le	   but	   d’étudier	   le	   rôle	   des	  exosomes	  produits	  in	  vivo	  par	  les	  tumeurs	  (sans	  étapes	  de	  purification,	  concentration	  et	  injection)	   et	   portant	   un	   antigène	   exogène	   (Zeelenberg	   et	   al.,	   2008).	   L’antigène	   utilisé,	  l’ovalbumine	  (OVA),	  était	  fusionné	  au	  domaine	  C1C2	  de	  la	  protéine	  Mfge8	  lui	  permettant	  de	   se	   lier	   aux	   phosphatidylsérines	   et	   donc	   aux	   exosomes	   et	   autres	   vésicules	  extracellulaires.	   Ainsi,	   les	   vésicules	   produites	   par	   les	   cellules	   tumorales	   exprimant	   la	  protéine	  OVA-­‐C1C2	  présentaient	  l’antigène	  OVA	  à	  leur	  surface.	  Ces	  tumeurs	  injectées	  in	  
vivo	   montrent	   une	   croissance	   très	   ralentie	   dans	   des	   souris	   immunocompétentes	   par	  rapport	   à	   des	   tumeurs	   n’exprimant	   pas	   d’antigène	   ou	   secrétant	   l’antigène	   OVA	   sous	  forme	  soluble.	  De	  plus,	   les	   tumeurs	  OVA-­‐C1C2	  sont	  rejetées	  si	  des	   lymphocytes	  T	  CD8	  spécifiques	   de	   l’ovalbumine	   (OT-­‐I)	   sont	   injectés	   aux	   souris.	   Une	   forte	   activation	   et	  prolifération	   des	   OT-­‐I	   est	   en	   effet	   observée	   dans	   les	   ganglions	   drainants	   des	   souris	  portant	  une	  tumeur	  sécrétant	  des	  vésicules	  qui	  présentent	  l’antigène,	  mais	  pas	  dans	  les	  souris	  portant	  les	  tumeurs	  sécrétant	  l’antigène	  sous	  forme	  soluble.	  Dans	  cette	  étude,	  les	  exosomes	  de	  tumeurs	  pourraient	  donc	  être	  capables	  d’induire	  une	  réponse	  immunitaire	  spécifique	  et	  efficace	  contre	  l’antigène	  tumoral	  qu’ils	  transportent.	  (2)	  Rôles	  pro-­‐tumoraux	  des	  exosomes	  par	  modulation	  du	  système	  immunitaire	  A	   l’inverse	   de	   ce	   que	   nous	   venons	   de	   présenter,	   divers	   rôles	   pro-­‐tumoraux	   ont	   été	  attribués	  aux	  exosomes	  de	   tumeurs	  dans	  différents	  modèles.	  Les	  effets	   rapportés	  sont	  principalement	   dus	   au	   transport	   de	  molécules	   immunosuppressives	   par	   les	   exosomes	  (figure	  1.18).	  	  Les	  exosomes	  produits	  par	  les	  cellules	  tumorales	  peuvent	  ainsi	  :	  	  
•	  Inhiber	  la	  différenciation	  des	  précurseurs	  myéloïdes	  en	  cellules	  dendritiques	  capables	  d’induire	  une	  réponse	  anti-­‐tumorale	  adaptative	  (Yu	  et	  al.,	  2007).	  Les	  exosomes	  produits	  par	  les	  cellules	  du	  carcinome	  mammaire	  murin	  TS/A,	  après	  injection	  intraveineuse	  à	  des	  souris,	   sont	   capturés	   par	   les	   cellules	   de	   la	   moelle	   osseuse.	   In	   vitro,	   ces	   exosomes	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inhibent	   la	   différenciation	   des	   précurseurs	   myéloïdes	   en	   cellules	   dendritiques.	   Ils	  induisent	   la	   production	   d’IL-­‐6,	   une	   cytokine	   décrite	   comme	   pro-­‐tumorale,	   par	   les	  cellules	   de	   la	   moelle	   osseuse.	   Cette	   cytokine	   est	   indispensable	   à	   l’inhibition	   de	   la	  différenciation	   des	   précurseurs	   myéloïdes	   en	   DCs.	   Ces	   résultats	   corrèlent	   avec	  l’observation	  de	  l’accumulation	  d’une	  population	  de	  cellules	  myéloïdes	  non	  différenciées	  dans	  la	  rate	  des	  souris	  injectées	  avec	  les	  exosomes	  de	  TS/A.	  Dans	  cette	  même	  étude,	  les	  exosomes	   de	   la	   lignée	   humaine	   de	   cancer	   du	   sein	   MDA-­‐MB-­‐231	   inhibent	   aussi	   la	  différenciation	  des	  monocytes	  isolés	  du	  sang	  périphérique	  en	  cellules	  dendritiques.	  
•	   Promouvoir	   le	   développement	   des	   cellules	   myéloïdes	   suppressives	   (Chalmin	   et	   al.,	  2010;	  Liu	  et	  al.,	  2010b;	  Valenti	  et	  al.,	  2006;	  Xiang	  et	  al.,	  2009).	  Les	  exosomes	  produits	  par	   des	   lignées	   de	   mélanome	   ou	   de	   cancer	   du	   colon	   humains,	   inhibent	   eux	   aussi	   la	  différenciation	   des	   monocytes	   isolés	   du	   sang	   humain	   en	   cellules	   dendritiques.	   Les	  cellules	   générées	  par	   ce	   traitement	  maintiennent	   l’expression	  de	  CD14	  et	  n’expriment	  pas	   ou	   peu	   les	   molécules	   du	   CMH	   de	   classe	   II	   (HLA-­‐DR).	   De	   plus	   ces	   cellules	   ont	   la	  capacité	   d’inhiber	   la	   prolifération	   des	   LT	   et	   leur	   capacité	   cytotoxique	   induites	   par	  l’engagement	  du	  TCR,	  et	  ce	  de	  façon	  dépendante	  du	  TGFβ.	  Les	  exosomes	  purifiés	  à	  partir	  du	  sang	  des	  patients	  atteints	  d’un	  mélanome	  ont	   les	  mêmes	  propriétés	  d’induction	  de	  cellules	  suppressives	   inhibant	   l’activation	  des	  LT	  spécifiques.	  D’autre	  part,	  des	  cellules	  myéloïdes	   non	   différenciées,	   présentant	   les	  mêmes	   caractéristiques	   phénotypiques	   et	  fonctionnelles	  que	  celles	  observées	   in	  vitro	   circulent	  dans	   le	  sang	  des	  patients	  atteints	  d’un	  mélanome,	  et	  sont	  absentes	  chez	  les	  donneurs	  sains	  (Valenti	  et	  al.,	  2006).	  D’autres	  travaux	   menés	   chez	   la	   souris	   ont	   aussi	   mis	   en	   évidence	   un	   rôle	   des	   exosomes	   dans	  l’induction	   des	   MDSCs.	   Par	   exemple,	   l’injection	   des	   exosomes	   purifiés	   de	   cellules	   de	  carcinomes	   mammaires	   en	   culture	   à	   des	   souris	   augmente	   la	   croissance	   des	   tumeurs	  ainsi	  que	  le	  nombre	  de	  cellules	  CD11b+	  Gr1+	  présentes	  dans	  la	  rate	  de	  ces	  souris	  (Xiang	  et	  al.,	  2009).	  In	  vitro,	  les	  exosomes	  mis	  en	  culture	  avec	  des	  cellules	  de	  la	  moelle	  osseuse	  induisent	   la	   différenciation	   de	   cellules	   CD11b+	   Gr1+	   exprimant	   l’arginase-­‐1,	   la	  cyclooxygénase-­‐2	   (cox2)	   et	   produisant	   du	   VEGF	   et	   de	   l’IL-­‐6.	   Dans	   cette	   étude,	   la	  prostaglandine	   E2	   (PGE2)	   et	   le	   TGFβ	   présents	   dans	   les	   exosomes	   participent	   à	   cette	  induction	  de	  cellules	  myéloïdes	  suppressives.	  L’injection	  d’exosomes	  de	  tumeurs	  induit	  aussi	   une	   augmentation	   du	   développement	   des	   métastases,	   en	   parallèle	   d’une	  augmentation	   de	   la	   quantité	   des	   MDSCs.	   L’expression	   de	   la	   protéine	   MyD88	   par	   les	  MDSCs	   est	   nécessaire	   à	   cet	   accroissement	   du	   développement	  métastatique	   (Liu	   et	   al.,	  
	   65	  
2010b).	   Ce	   rôle	   de	   MyD88	   a	   été	   confirmé	   par	   un	   autre	   groupe,	   dont	   les	   résultats	  montrent	   que	   la	   présence	   de	   Hsp72	   sur	   les	   microvésicules	   et/ou	   exosomes	   induit	  l’activité	   suppressive	   des	  MDSCs,	   par	   induction	   du	   facteur	   de	   transcription	   STAT3	   de	  façon	  dépendante	  de	  MyD88	  (Chalmin	  et	  al.,	  2010).	  
•	  Inhiber	  le	  pouvoir	  cytotoxique	  des	  cellules	  NK	  envers	  les	  cellules	  tumorales	  (Clayton	  et	  al.,	   2008;	   Liu	   et	   al.,	   2006).	   L’incubation	   des	   exosomes	   issus	   de	   cellules	   tumorales	  humaines	  en	  culture	  ou	  purifiés	  de	  liquide	  pleural	  de	  patients	  atteints	  d’un	  cancer,	  avec	  des	  cellules	  NK	  conduit	  à	  une	  diminution	  de	  l’expression	  du	  récepteur	  activateur	  NKG2D	  par	  ces	  cellules	  (Clayton	  et	  al.,	  2008).	  La	  sécrétion	  de	  ligands	  de	  NKG2D	  solubles	  et	  de	  TGFβ	   par	   les	   cellules	   tumorales	   est	   une	   façon	   pour	   la	   tumeur	   de	   contrer	   leur	  reconnaissance	  par	  les	  cellules	  NK,	  ainsi	  que	  par	  les	  LT	  et	  cellules	  NKT,	  et	  d’éviter	  ainsi	  leur	  destruction	  par	  ces	  cellules.	  Les	  exosomes	  portent	  eux	  aussi	  des	  ligands	  de	  NKG2D	  et	   le	  TGFβ.	  Si	   les	   ligands	  de	  NKG2D	  présents	  sur	   les	  exosomes	  participent	  en	  effet	  à	   la	  diminution	   d’expression	   des	   récepteurs	   NKG2D,	   c’est	   le	   TGFβ	   qui	   est	   l’acteur	  majoritairement	   responsable	   de	   cet	   effet.	   	   Les	   lymphocytes	   NK	   ainsi	  modifiés	   par	   les	  exosomes	   présentent	   ensuite	   des	   défauts	   d’activation	   et	   de	   capacité	   cytolytique.	  L’inhibition	  de	  l’activité	  des	  cellules	  NK	  par	  les	  exosomes	  est	  aussi	  mise	  en	  évidence	  in	  
vivo	   après	   injection	   d’exosomes	   de	   carcinomes	   mammaires	   à	   des	   souris	   (Liu	   et	   al.,	  2006).	  Ces	   injections	  ont	  pour	  effet	  d’augmenter	   la	   croissance	   tumorale	  par	   inhibition	  de	  l’activité	  des	  cellules	  NK	  due	  à	  un	  défaut	  de	  production	  de	  la	  perforine.	  
•	   Inhiber	   l’activation	  des	   lymphocytes	  T.	  Comme	  nous	  venons	  de	   le	  voir,	   les	  exosomes	  contiennent	   des	   ligands	   du	   récepteur	   NKG2D	   et	   le	   TGFβ,	   et	   sont	   capables	   d’inhiber	  l’activité	  des	  cellules	  NK.	  De	  la	  même	  façon,	  ces	  deux	  molécules	  sont	  responsables	  de	  la	  diminution	  d’expression	  de	  NKG2D	  sur	  les	  LT	  et	  de	  la	  perte	  de	  leur	  activité	  cytotoxique	  (Clayton	   et	   al.,	   2008;	   Clayton	   and	  Tabi,	   2005).	   Les	   exosomes	   tumoraux	   peuvent	   aussi	  inhiber	   la	   réponse	   lymphocytaire	   T	   en	   induisant	   leur	   apoptose	   par	   la	   voie	   Fas/FasL	  (Andreola	   et	   al.,	   2002).	   L’expression	   du	   ligand	   du	   récepteur	   de	  mort	   Fas	   (FasL)	   a	   été	  mise	  en	  évidence	  dans	  le	  cytoplasme	  des	  cellules	  de	  mélanome,	  et	  plus	  particulièrement	  dans	   les	   corps	  multivésiculaires.	   Les	   exosomes	   libérés	   par	   ces	   cellules	   présentent	   un	  FasL	  bioactif	  à	  leur	  surface,	  capable	  d’induire	  l’apoptose	  des	  lymphocytes	  T	  activés	  (qui	  expriment	   le	   récepteur	   Fas).	  Dans	   un	  modèle	   de	   lignée	   cellulaire	   de	   cancer	   colorectal	  humain,	  la	  présence	  de	  FasL	  mais	  aussi	  de	  TRAIL,	  un	  autre	  ligand	  de	  récepteur	  de	  mort,	  est	  détectée	  sur	   les	  exosomes	  (Huber	  et	  al.,	  2005).	  Ces	  deux	   ligands	  sont	  responsables	  
	   66	  
de	   la	   capacité	   des	   exosomes	   à	   induire	   in	  vitro	   l’apoptose	   des	   lymphocytes	   T	   humains	  activés.	   Des	   vésicules	   portant	   TRAIL	   et	   FasL	   sont	   aussi	   détectées	   dans	   le	   sang	   des	  patients	   atteints	   d’un	   cancer	   colorectal	   et	   sont	   capables	   d’induire	   l’apoptose	   des	   LT	  activés.	   Les	   exosomes	   purifiés	   du	   plasma	   des	   patients	   atteints	   d’un	   carcinome	  nasopharyngé	  contiennent	  la	  galectine	  9,	  une	  lectine	  connue	  pour	  induire	  l’apoptose	  via	  le	   récepteur	   Tim3	   exprimé	   sur	   les	   lymphocytes	   T	   CD4+	   Th1.	   En	   effet,	   in	   vitro,	   ces	  exosomes	  induisent	  l’apoptose	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  activés	  de	  façon	  dépendante	  de	  la	  galectine	  9	  et	  du	  récepteur	  Tim3	  (Klibi	  et	  al.,	  2009).	  
•	  Induire	  l’expansion	  des	  lymphocytes	  T	  régulateurs	  (Clayton	  et	  al.,	  2007).	  La	  présence	  de	  TGFβ	   sur	   les	   exosomes,	   en	  plus	  de	   ce	  que	  nous	   avons	   vu	  précédemment,	   est	   aussi	  responsable	  d’une	  inhibition	  de	  la	  prolifération	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+,	  CD8+	  et	  NK	  en	  réponse	  à	  l’IL-­‐2.	  Cet	  effet	  est	  dû	  d’une	  part	  à	  l’inhibition	  de	  CD25	  sur	  les	  LT	  CD8+	  (chaîne	  du	  récepteur	  de	  haute	  affinité	  à	  l’IL-­‐2),	  mais	  surtout	  à	  l’expansion	  de	  la	  population	  de	  LT	  CD4+	  FoxP3+,	  c’est	  à	  dire	  des	  lymphocytes	  T	  régulateurs.	  	  (3)	  Rôles	  pro-­‐tumoraux	  des	  exosomes	  indépendants	  du	  système	  immunitaire	  De	   par	   leur	   composition	   protéique	   et	   en	   acides	   nucléiques,	   les	   exosomes	   sont	   aussi	  impliqués	   dans	   le	   développement	   de	   la	   tumeur	   via	   des	   modulations	   non	  immunologiques	  du	  microenvironnement	  tumoral	  :	  prolifération	  des	  cellules	  tumorales,	  angiogenèse,	  induction	  de	  la	  migration	  et	  promotion	  de	  la	  dissémination	  métastatique…	  
•	   Angiogenèse	  :	   Les	   exosomes	   produits	   par	   des	   cellules	   de	   glioblastomes	   de	   patients	  contiennent	   de	   nombreux	   facteurs	   pro-­‐angiogéniques	  :	   IL-­‐8,	   IL-­‐6,	   angiogénine,	   VEGF,	  TIMP-­‐1	   (Tissue	   inhibitor	   of	   metalloprotease	   1),	   TIMP-­‐2	   qui	   pourraient	   agir	   via	   des	  interaction	  récepteur-­‐ligand	  pour	  induire	  l’angiogenèse	  (Skog	  et	  al.,	  2008).	  Par	  ailleurs,	  parmi	  les	  ARNm	  présents	  dans	  ces	  mêmes	  vésicules,	  nombre	  d’entre	  eux	  sont	  associés	  à	  la	   migration,	   au	   développement	   métastatique,	   à	   l’angiogenèse	   ou	   encore	   à	   la	  prolifération	   cellulaire.	   L’ajout	   de	   ces	   exosomes	   sur	   des	   cellules	   endothéliales	   du	  système	  microvasculaire	  cérébral	  humain	  induit	  leur	  prolifération	  et	  un	  allongement	  de	  la	  vasculature	  semblable	  à	  ce	  qui	  est	  observé	  suite	  à	   l’ajout	  de	  facteurs	  angiogéniques.	  Ainsi,	   les	   exosomes	   de	   glioblastomes	   promeuvent	   l’angiogenèse.	   D’autre	   part,	   lorsque	  les	   cellules	   de	   gliome	   (lignée	   U87)	   sont	   mises	   en	   culture	   avec	   les	   exosomes	   de	  glioblastomes	   primaires,	   leur	   prolifération	   est	   augmentée.	   Ainsi,	   ces	   exosomes	  pourraient	   aussi	   jouer	   un	   rôle	   de	   stimulation	   de	   la	   prolifération	   cellulaire	   de	   façon	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autocrine.	  Enfin,	  une	  étude	  plus	  récente	  a	  montré	  un	  rôle	  des	  exosomes	  produits	  par	  des	  cellules	  myéloïdes	   leucémiques	  dans	   la	  promotion	  de	   l’angiogenèse,	  via	  un	  mécanisme	  dépendant	  de	  la	  signalisation	  de	  la	  voie	  Src	  (Mineo	  et	  al.,	  2012).	  
•	   Transfert	   de	   protéines	   oncogènes	  :	   Chez	   des	   patients	   atteints	   d’un	   glioblastome,	  certaines	   des	   cellules	   tumorales	   expriment	   une	   forme	   tronquée	   oncogénique	   du	  récepteur	   à	   l’EGF	  :	   EGFRvIII,	   ce	   qui	   est	   un	   marqueur	   de	   mauvais	   pronostic.	   Cette	  protéine	   tronquée	   est	   présente	   sur	   les	   exosomes	   et	   microvésicules	   produits	   par	   les	  cellules	  tumorales	  exprimant	  ce	  récepteur	  in	  vitro	  (Al-­‐Nedawi	  et	  al.,	  2008),	  mais	  aussi	  in	  
vivo	  :	   des	   exosomes	  portant	   le	  EGFRvIII	  peuvent	   être	  purifiées	   à	  partir	  du	  plasma	  des	  patients	  (Skog	  et	  al.,	  2008).	  Il	  est	  de	  plus	  intéressent	  de	  noter	  qu’il	  ne	  sont	  plus	  détectés	  chez	  un	  même	  patient	   après	   résection	   chirurgicale	  de	   la	   tumeur.	  Au	   sein	  d’une	  même	  tumeur,	  les	  cellules	  exprimant	  la	  forme	  tronquée	  de	  ce	  récepteur	  ont	  un	  caractère	  plus	  agressif	  puisque	   les	   voies	   en	   aval	   du	   récepteur,	   et	   notamment	   la	   voie	   des	  MAPK	   et	   la	  voie	   Akt,	   sont	   activées	   en	   permanence,	   aboutissant	   à	   une	   prolifération	   cellulaire	   plus	  intense,	   à	   la	   résistance	   à	   l’apoptose	   et	   à	   la	   libération	   de	   facteurs	   pro-­‐angiogéniques	  comme	  le	  VEGF.	  Les	  exosomes	  contenant	  l’EGFRvIII	  sont	  capables	  de	  le	  transférer	  à	  des	  cellules	   de	   gliomes	   n’exprimant	   pas	   ce	   récepteur	   (Al-­‐Nedawi	   et	   al.,	   2008).	   Cette	  transmission	   est	   inhibée	   par	   la	   pré-­‐incubation	   des	   exosomes	   avec	   l’annexine	   V,	   qui	  bloque	   les	   interactions	   via	   la	   phosphatidylsérine.	   Les	   récepteurs	  mutés	   acquis	   par	   les	  cellules	  de	  gliome	  sont	  actifs	  puisque	  les	  voies	  des	  MAPK	  et	  Akt	  sont	  induites	  suite	  à	  ce	  transfert.	   En	   conséquence,	   ces	   cellules	   ont	   un	   phénotype	   plus	   agressif	  :	  modifications	  morphologiques,	   production	   de	   VEGF,	   augmentation	   de	   l’expression	   du	   facteur	   anti-­‐apoptotique	   Bcl-­‐xL,	   et	   diminution	   de	   l’expression	   d’un	   inhibiteur	   des	   kinases	  dépendantes	  des	  cyclines	  (dont	  le	  rôle	  est	  d’inhiber	  la	  prolifération	  cellulaire).	  Ainsi,	  les	  exosomes	  favorisent	  la	  croissance	  tumorale	  par	  le	  transfert	  de	  protéines	  oncogéniques	  depuis	   les	   cellules	   les	   plus	   agressives,	   vers	   les	   cellules	   qui	   ne	   le	   sont	   pas	   encore.	   Ces	  cellules	  développent	  alors	  toutes	  les	  capacités	  des	  cellules	  agressives,	  sans	  pour	  autant	  avoir	  eu	  à	  acquérir	  la	  mutation	  au	  niveau	  génétique.	  Le	  transfert	  de	  protéines	  est	  donc	  possible	  entre	   cellules	   tumorales,	   et	   comme	  nous	   l’avons	  précédemment	  dit,	   il	   semble	  même	  être	  favorisé	  en	  pH	  acide.	  L’environnement	  tumoral	  hypoxique	  et	  acide	  est	  ainsi	  propice	   au	   transfert	   de	   protéines	   et	   acides	   nucléique	   via	   des	   vésicules	  membranaires	  comme	  les	  exosomes	  (Parolini	  et	  al.,	  2009).	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•	   Dissémination	   métastatique	  :	   Les	   exosomes	   de	   tumeurs	   peuvent	   aussi	   favoriser	   le	  développement	  de	  métastases.	  Les	  lignées	  BL6-­‐10	  et	  F1	  sont	  des	  cellules	  de	  mélanomes	  dérivant	   de	   la	  même	   lignée	   parentale.	   BL6-­‐10	   est	  métastatique	   et	   caractérisée	   par	   le	  marqueur	  Met72,	  alors	  que	  F1	  n’est	  pas	  capable	  d’induire	  des	  métastases	  après	  injection	  intraveineuse	   et	   n’exprime	   pas	  Met72.	   Les	   cellules	   F1	   peuvent	   capturer	   les	   exosomes	  produits	   par	   la	   lignée	   BL6-­‐10.	   Elles	   acquièrent	   alors	   la	   capacité	   de	   devenir	  métastatiques	   et	   Met72	   est	   détecté	   dans	   ces	   cellules.	   Ceci	   indique	   qu’un	   transfert	   de	  matériel	   via	   les	   exosomes	   peut	   transmettre	   à	   une	   cellule	   la	   possibilité	   de	   devenir	  métastatique	   (Hao	   et	   al.,	   2006).	   Dans	   le	   microenvironnement	   tumoral,	   les	   exosomes	  sécrétés	  ex	  vivo	  par	   les	  cellules	  de	  tumeurs	  mammaires	  contiennent	  de	  la	  fibronectine,	  ce	   qui	   n’est	   pas	   le	   cas	   des	   exosomes	   issus	   des	   cellules	   tumorales	   seules	   in	   vitro.	   Ces	  exosomes	   contenant	   la	   fibronectine	   acquièrent	   une	   action	   pro-­‐tumorale	  en	   favorisant	  	  l’invasion	  des	  cellules	  tumorales	  et	  le	  développement	  de	  métastases	  (Deng	  et	  al.,	  2012).	  	  Enfin,	  une	  étude	  actuellement	  en	  cours	  de	  publication	  a	  mis	  en	  évidence	  le	  rôle	  joué	  par	  les	  exosomes	  produits	  par	  des	  cellules	  de	  mélanomes	  dans	  la	  croissance	  tumorale	  et	  la	  dissémination	   métastatique	   (Peinado,	   H.,	   Nature	   medicine,	   2012).	   Les	   exosomes	  tumoraux	   injectés	   en	   intraveineuse	   vont	   se	   localiser	   dans	   les	   organes	   connus	   comme	  étant	  des	  sites	  métastatiques	  :	  poumons,	  moelle	  osseuse,	  rate	  et	  foie.	  Dans	  les	  poumons,	  les	   exosomes	   augmentent	   la	   perméabilité	   vasculaire	   et	   induisent	   un	   changement	   du	  profil	   d’expression	   génique	   dans	   le	   tissu	   pulmonaire,	   augmentant	   l’expression	   de	  transcrits	   en	   lien	   avec	   le	   remaniement	   de	   la	  matrice	   extracellulaire	   et	   l’inflammation.	  Les	  exosomes,	  injectés	  à	  des	  souris	  portant	  une	  tumeur,	  augmentent	  le	  développement	  de	   nodules	   métastatiques	   dans	   les	   poumons	   et	   accélèrent	   légèrement	   la	   croissance	  tumorale.	  A	  l’inverse,	  la	  diminution	  de	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  les	  tumeurs,	  induite	  par	   inhibition	   de	   Rab27a,	   réduit	   la	   croissance	   tumorale	   et	   le	   développement	  métastatique.	  De	  plus,	  les	  auteurs	  montrent	  que	  ces	  exosomes	  «	  éduquent	  »	  les	  cellules	  de	   la	   moelle	   osseuse	   qui	   acquièrent	   des	   fonctions	   pro-­‐tumorales	   et	   migrent	   dans	   la	  tumeur	   et	   les	   poumons	   (avant	   même	   l’apparition	   des	   métastases).	   Le	   transfert	   de	   la	  protéine	  Met	  fonctionnelle	  dans	  les	  cellules	  de	  la	  moelle	  osseuse	  via	  les	  exosomes	  serait	  à	  l’origine	  des	  effets	  observés.	  	   D’autres	  groupes	  ont	  mis	  en	  évidence	  le	  rôle	  de	  microvésicules	  dans	  l’induction	  de	   l’angiogenèse	   tumorale	   ou	   de	   la	   promotion	   du	   développement	   métastatique,	   sans	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toutefois	  faire	  la	  distinction	  entre	  les	  exosomes	  et	  les	  autres	  microvésicules	  (Lima	  et	  al.,	  2009;	  Millimaggi	  et	  al.,	  2007).	  	  
6/	  Les	  exosomes	  en	  clinique	  
a)	  Les	  exosomes	  comme	  outils	  de	  diagnostic	  	   La	   présence	   d’antigènes	   tumoraux	   et	   d’un	   profil	   bien	   particulier	   d’ARNm	   et	  miARN	   dans	   les	   exosomes	   en	   font	   de	   bons	  marqueurs	   du	   développement	   de	   certains	  cancers.	   De	   plus,	   ils	   peuvent	   être	   purifiés	   à	   partir	   de	   liquides	   biologiques	   facilement	  accessibles	   comme	   le	   plasma	   des	   patients,	   l’urine	   ou	   les	   effusions	   tumorales.	   Il	   a	   par	  exemple	  été	  proposé	  d’utiliser	   les	  exosomes	  du	  sang	  des	  patients,	   en	  complément	  des	  autres	   méthodes,	   pour	   déterminer	   l’agressivité	   des	   glioblastomes	   par	   la	   présence	   ou	  non	   de	   EGFRvIII	   (Skog	   et	   al.,	   2008).	   Ceci	   pourrait	   permettre	   de	   suivre	   l’évolution	   de	  cette	   expression	   au	   cours	   des	   traitements.	   L’utilisation	   des	   exosomes	   du	   sang	   ou	   de	  l’urine	   comme	   bio-­‐marqueurs	   a	   aussi	   été	   proposée	   pour	   le	   diagnostic	   des	   cancers	   du	  colon	  (Mathivanan	  et	  al.,	  2010),	  du	  cancer	  de	  la	  prostate(Nilsson	  et	  al.,	  2009),	  le	  cancer	  de	  l’ovaire	  (Li	  et	  al.,	  2009)	  et	  plus	  récemment	  du	  mélanome	  (Peinado,	  H.	  2012).	  	  
b)	  Les	  exosomes	  en	  immunothérapie	  Les	   exosomes	   produits	   par	   les	   cellules	   tumorales	   peuvent	   avoir	   des	   effets	  immunostimulateurs,	  mais	  comme	  nous	   l’avons	  vu,	   la	  plupart	  d’entre	  eux	  agissent	   sur	  différents	  acteurs	  du	  système	  immunitaire	  ou	  sur	   le	  microenvironnement	  tumoral	  afin	  de	   promouvoir	   la	   croissance	   tumorale.	   Le	   fait	   que	   les	   exosomes	   soient	   une	   source	  d’antigènes	  tumoraux	  (Andre	  et	  al.,	  2002a)	  est	  la	  principale	  caractéristique	  qui	  les	  rend	  potentiellement	   utilisables	   dans	   les	   stratégies	   de	   thérapie.	   D’autre	   part,	   comme	   nous	  l’avons	   vu,	   l’immunogénicité	   des	   exosomes	   peut	   être	   augmentée	   par	   différentes	  modifications	   des	   cellules	   tumorales	   (traitement	   par	   choc	   thermique,	   expression	   de	  cytokines	   pro-­‐immunes)	   ou	   par	   co-­‐injection	   avec	   des	   adjuvants.	   Un	   essai	   clinique	   de	  phase	  I	  a	  été	  réalisé	  par	  traitement	  autologue	  de	  patients	  atteints	  d’un	  cancer	  colorectal	  à	  un	  stade	  avancé	  (stade	  III	  ou	  IV)	  avec	  des	  exosomes	  purifiés	  d’ascite	  (Dai	  et	  al.,	  2008).	  Ces	  exosomes	  présentent	  des	  molécules	  du	  CMH,	  des	  protéines	  HSP,	  et	   l’antigène	  CEA.	  Les	  patients	  ont	  reçu	  quatre	  injections	  d’exosomes	  d’ascite	  en	  sous-­‐cutané,	  en	  présence	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ou	  non	  de	  GM-­‐CSF	  (20	  patients	  pour	  chaque	  groupe).	  Le	  traitement	  a	  été	  bien	  toléré	  par	  les	  patients	  avec	  des	  effets	  secondaires	  modérés.	  Le	  traitement	  par	  les	  exosomes	  seuls	  induisit	  une	  réponse	  LT	  CD8+	  spécifique	  chez	  20%	  des	  patients,	  alors	  que	  cette	  réponse	  fut	   promue	   chez	   76,9%	   des	   patients	   traités	   avec	   le	   GM-­‐CSF	   en	   plus	   des	   exosomes.	  Aucune	   réponse	   clinique	   ne	   fut	   observée	   chez	   les	   patients	   recevant	   des	   injections	  d’exosomes	  uniquement.	  Parmi	  les	  patients	  traités	  avec	  les	  exosomes	  et	  le	  GM-­‐CSF,	  une	  personne	  présenta	  une	  stabilisation	  de	  sa	  maladie,	  et	  une	  autre	  une	  légère	  réponse.	  	  Auparavant,	   deux	   essais	   cliniques	   de	   phase	   I	   avaient	   été	   réalisés	   à	   partir	  d’exosomes	   cette	   fois-­‐ci	   issus	   de	   cellules	   dendritiques.	   Les	   patients	   enrôlés	   étaient	  atteints	  d’un	  mélanome	  (Escudier	  et	  al.,	  2005)	  ou	  d’un	  cancer	  du	  poumon	  non	  à	  petites	  cellules	  (Morse	  et	  al.,	  2005),	  exprimant	  l’antigène	  MAGE	  (melanoma-­‐associated	  antigen).	  Dans	   l’essai	   réalisé	   avec	   des	   patients	   souffrant	   de	   mélanomes,	   quelques	   réponses	  cliniques	   ont	   pu	   être	   observés	   chez	   des	   patients	   n’ayant	   répondu	   à	   aucun	   traitement	  auparavant	  (trois	  réponses	  sur	  six	  patients).	  Ceci	  ne	  put	  être	  associé	  à	  une	  activation	  des	  LT	  CD8	  spécifiques,	  en	  revanche,	  après	  immunisation	  par	  les	  exosomes	  plus	  de	  la	  moitié	  des	  patients	  présentent	  une	  augmentation	  de	  l’activation	  des	  cellules	  NK.	  Dans	  le	  second	  essai	  avec	  les	  patients	  atteints	  d’un	  cancer	  du	  poumon,	  trois	  réponses	  cliniques	  ont	  pu	  être	   observées	   sur	   les	   neufs	   patients	   traités.	   De	   nouveau,	   peu	   de	   cas	   d’activation	   du	  système	   immunitaire	   furent	   observées	   après	   le	   traitement	   par	   les	   exosomes	  :	  l’activation	   des	   LT	   CD8+	   spécifiques	   a	   été	   mesurée	   chez	   un	   patient,	   et	   deux	   patients	  présentèrent	  une	  plus	  forte	  activation	  des	  cellules	  NK.	  Cependant,	  le	  pourcentage	  des	  LT	  régulateurs	   parmi	   les	   LT	   CD4+	   est	   aussi	   augmenté,	   et	   elle	   pourrait	   être	   la	   cause	   de	  l’absence	   d’activation	   des	   LT	   CD8+.	   Ces	   essais	   ont	   permis	   de	   mettre	   en	   évidence	   la	  faisabilité	   des	   traitements	   par	   les	   exosomes	   ainsi	   que	   leur	   bonne	   tolérance	   par	   les	  patients	  et	  les	  résultats	  sont	  encourageants.	  Il	  est	  important	  de	  noter	  que	  les	  patients	  de	  ces	   études	   ne	   forment	   pas	   des	   groupes	   homogènes	  :	   ils	   sont	   tous	   à	   divers	   stades	  avancés,	   ils	   présentent	   des	   maladies	   différentes,	   et	   ils	   ont	   été	   soumis	   à	   différents	  traitements	  de	  chimiothérapie	  ou	  de	  radiothérapie	  auparavant.	  Or,	  le	  traitement	  par	  les	  exosomes	  serait	  plutôt	  préconisé	  comme	  un	  traitement	  visant	  à	  prolonger	   le	  temps	  de	  survie	   des	   patients	   sans	   progression	   de	   leur	  maladie	   (après	   stabilisation	   par	   d’autres	  traitements),	   et	   non	   comme	   un	   traitement	   à	   utiliser	   sur	   des	   tumeurs	   résistantes	   aux	  thérapies	  déjà	  existantes.	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Un	  essai	  clinique	  de	  phase	  II	  est	  actuellement	  en	  cours	  à	  l’Institut	  Gustave	  Roussy	  (Paris),	   incluant	   des	   patients	   atteints	   d’un	   cancer	   du	   poumon	   non	   à	   petites	   cellules	  stabilisés	   par	   la	   chimiothérapie.	   Ces	   patients	   seront	   traités	   avec	   des	   exosomes	   de	  cellules	  dendritiques	  traitées	  à	  l’IFNγ	  (exprimant	  ainsi	  le	  récepteur	  NKG2D	  et	  la	  chaîne	  α	  récepteur	  à	  l’IL-­‐15)	  capables	  d’induire	  une	  meilleure	  activation	  des	  cellules	  NK	  (Viaud	  et	  al.,	   2009).	   En	  même	   temps,	   les	   patients	   recevront	   un	   traitement	   afin	   d’inhiber	   les	   LT	  régulateurs.	  	   Une	   autre	  méthode	   envisagée	   pour	   l’immunothérapie	   par	   les	   vésicules	   (et	   non	  plus	   seulement	   les	   exosomes)	   est	   l’induction	   de	   la	   sécrétion	   de	   vésicules	  immunogéniques	   in	  vivo,	  par	  vaccination	  ADN.	  Dans	   le	   laboratoire,	   l’étude	  faite	  avec	   la	  construction	   OVA-­‐C1C2	   qui	   dirige	   l’antigène	   sur	   les	   vésicules,	   a	   montré	   qu’une	  vaccination	  préventive	  avec	   l’ADN	   induisait	  une	  protection	  anti-­‐tumorale	  plus	   efficace	  que	  les	  vecteurs	  codant	  l’OVA	  soluble	  (Zeelenberg	  et	  al.,	  2008).	  La	  vaccination	  ADN	  peut	  aussi	   avoir	   pour	   but	   d’induire	   la	   formation	   de	   vésicules	   immunogènes	   par	  bourgeonnement	  de	  la	  membrane	  plasmique,	  de	  façon	  similaire	  à	  ce	  que	  font	  les	  virus	  à	  enveloppe	  à	  la	  fin	  de	  leur	  cycle	  de	  réplication	  virale.	  Ces	  vésicules	  sont	  appelées	  virus-­‐like	  particle	  ou	  VLP	  (Bellier	  et	  al.,	  2006).	  Ces	  séquences	  d’ADN	  sont	  générées	  de	  façon	  à	  produire	  des	  VLP	  présentant	  des	   épitopes	  d’intérêt	   et	   capables	  d’induire	  une	   réponse	  immunitaire	  spécifique	  après	  vaccination	  chez	  la	  souris.	  	  	   Les	   possibles	   fonctions	   des	   exosomes,	   sécrétés	   in	   vivo,	   ne	   sont	   pas	   connues,	  puisque	  les	  moyens	  d’inhiber	  ou	  d’augmenter	  spécifiquement	  leur	  sécrétion	  n’existaient	  pas.	   Ainsi,	   toutes	   les	   études	   visant	   à	   étudier	   l’effet	   des	   exosomes	   dans	   différents	  contextes	  ont	  presque	  toujours	  été	  réalisées	  avec	  des	  exosomes	  purifiés	  et	  concentrés.	  Les	   quantités	   utilisées	   dans	   ces	   études,	   que	   ce	   soit	   in	   vitro	   ou	   in	   vivo,	   ne	   miment	  qu’artificiellement	   la	   production	   qui	   a	   réellement	   lieu	   in	   vivo.	   Dans	   un	   contexte	  physiologique,	  les	  partenaires	  cellulaires	  et	  solubles	  sont	  nombreux	  et	  varient	  au	  cours	  du	   temps,	   ce	  qui	  peut	  modifier	   à	   la	   fois	   la	  quantité	  des	  exosomes	   secrétés,	  mais	   aussi	  leur	   composition	  en	  protéines,	   lipides	  ou	  acides	  nucléiques.	  Afin	  de	   trouver	  des	  outils	  permettant	  d’inhiber	   la	  production	  des	  exosomes	   in	  vivo,	  des	  criblages	  ont	  été	  réalisés	  ou	   sont	   en	   cours	   dans	   le	   laboratoire	   sur	   des	   familles	   de	   protéines	   pouvant	   être	  impliquées	  dans	   la	  biogenèse	  et	   la	   sécrétion	  des	   exosomes	  :	  ESCRT,	  Rab	  et	   SNARE.	  Le	  criblage	   réalisé	   sur	   les	  protéines	  Rab	  a	  permis	  de	  mettre	   en	   évidence	   l’implication	  de	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RAB27A	  et	  de	  RAB27B	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	   les	  cellules	  humaines	  HeLa	  (Ostrowski	   et	   al.,	   2010).	   Au	   cours	   de	   ma	   thèse,	   nous	   avons	   donc	   choisi	   d’étudier	   les	  fonctions	  des	   exosomes	   en	   affectant	   leur	   sécrétion	  par	   l’inhibition	  de	   l’expression	  des	  protéines	  Rab27a	  et	  Rab27b	  dans	  des	  cellules	  tumorales	  murines.	  Dans	  cette	  troisième	  et	   dernière	   partie	   de	   l’introduction,	   je	   vais	   donc	   présenter	   brièvement	   la	   famille	   des	  protéines	  Rab,	  puis	  plus	  en	  détails	  la	  sous-­‐famille	  des	  protéines	  Rab27	  et	  leurs	  fonctions	  dans	  la	  sécrétion	  de	  compartiments	  intracellulaires.	  	  	  
C-­‐	  LES	  PROTEINES	  RAB27	  	  	   Les	   cellules	   sont	   délimitées	   par	   la	   membrane	   plasmique,	   constituée	   d’une	  bicouche	   lipidique,	   et	   les	   cellules	   eucaryotes	   sont	   de	   plus	   compartimentées	  :	   elles	  contiennent	   différents	   organites	   possédant	   chacun	   des	   fonctions	   spécifiques	   et	   eux-­‐mêmes	   délimités	   par	   une	  membrane	   (bicouche	   lipidique)	   ou	   bien	   par	   une	   enveloppe	  (double	  bicouche	  lipidique).	  L’une	  des	  propriétés	  des	  ces	  membranes	  et	  enveloppes	  est	  de	  rendre	   la	  cellule	  ou	   les	  organites	   imperméables	  au	  passage	  d’un	  certain	  nombre	  de	  composés	  :	  seules	  les	  substances	  lipophiles	  peuvent	  les	  traverser,	  ce	  qui	  signifie	  que	  les	  molécules	  polaires	  (comme	  l’eau)	  et	  les	  molécules	  chargées	  (comme	  les	  ions,	  protéines	  et	   acides	   nucléiques)	   ne	   peuvent	   pas	   traverser	   une	   bicouche	   lipidique	   par	   diffusion	  simple.	  Pour	  autant,	  des	  échanges	  entre	  les	  milieux	  intracellulaire	  et	  extracellulaire	  sont	  nécessaires	  au	  bon	  fonctionnement	  des	  cellules	  et	  des	  différents	  organites.	  Il	  existe	  pour	  cela	   différents	   mécanismes	   permettant	   aux	   molécules	   de	   traverser	   les	   bicouches	  lipidiques	  :	   (1)	   des	   complexes	   protéiques	   permettent	   la	   diffusion	   (canaux)	   ou	   le	  transport	  (transporteurs)	  de	  composés	  solubles	  d’un	  côté	  à	  l’autre	  d’une	  membrane,	  (2)	  un	  réseau	  de	  vésicules	  intracellulaires	  permettant	  le	  transport	  de	  molécules	  solubles	  et	  transmembranaires	  entre	  les	  différents	  compartiments	  de	  la	  cellule,	  et	  entre	  la	  cellule	  et	  le	  milieu	   extracellulaire.	   Ces	  mécanismes	   permettent	   ainsi	   la	   régulation	   des	   échanges	  dans	  le	  temps	  et	  de	  façon	  indépendante	  des	  gradients	  de	  diffusion	  :	  les	  échanges	  se	  font	  donc	  en	  fonction	  des	  besoins	  de	  la	  cellule	  ou	  des	  organites.	  	   Le	   trafic	   intracellulaire	   fait	   intervenir	   une	   voie	   d’endocytose	   et	   une	   voie	  d’exocytose	  (figure	  1.19).	  Au	  cours	  de	  la	  voie	  d’exocytose,	  les	  protéines	  synthétisées	  au	  
Figure 1.19 : Les grandes voies de trafic intracellulaire vésiculaire, et les 
protéines Rab associées. 
La participation des protéines Rab dans les différentes étapes du trafic intracellulaire sont 
représentées sur ce schéma. Certaines de ces protéines sont exprimées spécifiquement 
dans des tissus ou des types cellulaires particuliers. 
CCV : clathrin-coated vesicle; CCP : clathrin-coated pit; EC : epithelial cells; ER : 
endoplasmic reticulum; IC : ER-Golgi intermediate compartment; M : melanosomes; MTOC : 
microtubule-organizing centre; SG : secretory granules; SV : synaptic vesicles: T : T-cell 
granules; TGN : trans-golgi network 
Zerial, M., McBride, H. 2001 Nat Rev Molecular Cell Biology 
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niveau	  du	  réticulum	  endoplasmique	  granuleux	  sont	  incorporées	  dans	  différents	  types	  de	  vésicules	  (manteau	  de	  clathrine,	  manteaux	  de	  coatomères	  ou	  absence	  de	  manteau)	  qui	  auront	   différentes	   destinations	   (membrane	   plasmique,	   organites,	   lysosomes).	   Ces	  vésicules	   se	   déplacent	   dans	   la	   cellule	   le	   long	   des	   microtubules	   et	   vont	   fusionner	  spécifiquement	  avec	  la	  membrane	  réceptrice	  du	  compartiment	  dans	  lequel	  les	  protéines	  cargo	  doivent	  être	  transportées.	  La	  sécrétion	  peut	  être	  constitutive	  ou	  régulée.	  La	  voie	  d’endocytose	   débute	   par	   une	   invagination	   au	   niveau	   de	   la	   membrane	   plasmique	   qui	  aboutit	  à	  la	  formation	  d’une	  vésicule	  d’endocytose	  incorporant	  des	  molécules	  solubles	  et	  membranaires.	   Ces	   vésicules	   fusionnent	   ensuite	   avec	   des	   endosomes	   précoces,	   puis	  tardifs.	   Les	   corps	   multivésiculaires	   et	   les	   lysosomes	   constituent	   les	   derniers	  compartiments	  de	  cette	  voie	  d’internalisation.	  	  	   Ce	   trafic	   intracellulaire	   de	   vésicules	   est	   régulé	   par	   de	   nombreuses	   protéines.	  Différentes	   étapes	   sont	   critiques	  :	   la	   sélection	   des	   protéines	   cargo,	   l’assemblage	   du	  manteau	   au	   moment	   de	   la	   formation	   de	   la	   vésicule,	   le	   transport	   des	   vésicules,	   le	  désassemblage	   du	   manteau,	   l’ancrage	   puis	   la	   fusion	   spécifique	   avec	   le	   compartiment	  récepteur.	   Les	   petites	  GTPases	  Rab	   sont	   les	   protéines	   qui	   coordonnent	   les	   différentes	  étapes	  du	   trafic	   intracellulaire	  vésiculaire	  (Stenmark,	  2009;	  Zerial	  and	  McBride,	  2001)	  (figure	  1.19),	  et	  nous	  allons	  les	  présenter	  brièvement	  dans	  une	  première	  partie	  avant	  de	  nous	  intéresser	  plus	  en	  détails	  aux	  protéines	  Rab27	  qui	  ont	  été	  plus	  particulièrement	  utilisées	  au	  cours	  de	  cette	  thèse.	  	  
1/	  La	  famille	  des	  protéines	  Rab	  
a)	  Le	  cycle	  d’activation	  des	  protéines	  Rab	  	   Les	  protéines	  Rab	  font	  partie	  de	  la	  grande	  famille	  des	  petites	  GTPases,	  dont	  elles	  sont	   quantitativement	   les	   protéines	   majoritaires.	   Les	   Rab	   sont	   des	   protéines	   très	  conservées	  chez	  les	  eucaryotes,	  de	   la	   levure	  à	   l’Homme,	  ce	  qui	  appuie	   leur	  importance	  pour	   le	  bon	  fonctionnement	  de	   la	  cellule.	  Chez	   l’Homme,	  plus	  de	  60	  protéines	  Rab	  ont	  été	   décrites	   et	   sont	   spécifiquement	   localisées	   au	   niveau	   de	   différents	   compartiments	  intracellulaires	  d’où	  elles	  participent	  à	  différentes	  étapes	  du	  trafic	  intracellulaire.	  	  	   Les	   petites	   GTPases	   fonctionnent	   selon	   des	   cycles	   d’activation	   et	   d’inactivation	  (figure	  1.20),	  dépendant	  de	  leur	  association	  au	  GDP	  (guanosine	  diphosphate)	  ou	  au	  GTP	  (guanosine	  triphosphate),	  tout	  ceci	  étant	  contrôlé	  par	  différentes	  protéines	  régulatrices	  
Figure 1.20 : Le cycle d’activation des petites GTPases RAB  
(1) La petite GTPase Rab associée au GDP est sous forme inactive. (2) Un facteur 
d’échange GEF déplace le GDP, ce qui permet au GTP présent dans le cytoplasme de venir 
se fixer à la petite GTPase qui se trouve alors sous sa forme activée (3). Le passage à la 
forme activée induit un certains nombres de changements conformationnels qui permettent 
le recrutement d’effecteurs spécifiques de la protéine Rab. (4) Une protéine activatrice de 
l’activité GTPase (GAP) induit l’hydrolyse du GTP en GDP par la protéine Rab. Celle-ci 
retourne dans un état inactivé (1). (0) La protéine Rab nouvellement synthétisée est prise en 
charge par la protéine chaperonne REP qui présente la GTPase à une GGT. Cette dernière 
ajoute des groupements génranylgéranyles nécessaires à l’ancrage des Rab aux 
membranes. Les protéines GDI participent au maintien de la protéine Rab sous une forme 
inactive, mais aussi à son adressage spécifique au niveau de certains compartiments 
intracellulaires. En effet, l’interaction des GDI avec les GDF présents sur différents 
compartiments participerait à la localisation intracellulaire spécifique des protéines Rab. 
Stenmark, H. 2009, Nat Rev Molecular Cell Biology 
(1)	  
(2)	  
(3)	  
(4)	  
REP	  :	  Rab	  escort	  protein	  
GGT	  :	  Geranylgeranyl	  transferase	  
GDI	  :	  GDP	  dissociaZon	  inhibitor	  
GDF	  :	  GDI	  displacement	  factor	  
(0)	  
GEF	  :	  Guanine	  exchange	  factor	  
GAP	  :	  GTPase-­‐acZvaZng	  protein	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des	  Rab.	  Les	  petites	  GTPases	  alternent	  ainsi	  entre	  un	  état	  activé	   lié	  au	  GTP	  ((3)	   sur	   la	  figure	  1.18)	  et	  une	  forme	  inactive	  liée	  au	  GDP	  ((1)	  sur	  la	  figure	  1.18).	  L’activation	  de	  la	  petite	  GTPase	  (étape	  (2))	  est	  permise	  par	  l’échange	  du	  GDP	  par	  du	  GTP,	  étape	  catalysée	  par	   les	   facteurs	   d’échange	   GEF	   (guanine	   exchange	   factors).	   Plus	   précisément,	   les	   GEF	  permettent	  de	  libérer	  le	  GDP	  de	  la	  protéine	  Rab,	  et	  celui-­‐ci	  est	  aussitôt	  remplacé	  par	  une	  molécule	  de	  GTP	  présente	  dans	  le	  cytoplasme.	  La	  mise	  en	  place	  de	  la	  molécule	  de	  GTP	  induit	  des	  modifications	  conformationnelles	  de	  la	  structure	  tertiaire	  de	  la	  protéine	  Rab.	  Des	   domaines	   d’interaction	   avec	   des	   compartiments	   cellulaires	   et	   avec	   des	   effecteurs	  spécifiques	   sont	   exposés	   par	   les	   protéines	   Rab	   activées.	   Ce	   sont	   ces	   interactions	   qui	  permettront	  aux	  Rab	  d’exercer	  leurs	  fonctions.	  La	  capacité	  d’hydrolyse	  du	  GTP	  en	  GDP,	  c’est-­‐à-­‐dire	   l’activité	  GTPasique	  des	  protéines	  Rab	  est	   très	   faible,	  et	   la	  conversion	  vers	  un	  état	  inactivé	  lié	  au	  GDP	  nécessite	  l’intervention	  de	  facteurs	  protéiques	  (étape	  (4)	  sur	  la	   figure	   1.18).	   Ces	   facteurs	   sont	   des	   protéines	   activatrices	   de	   l’activité	   GTPasique	   ou	  GAP	  (guanine-­‐activating	  protein).	  D’autres	  protéines	  modulent	  l’activité	  des	  Rab	  (étape	  
(0)	   sur	   la	   figure	   1.18).	   Les	   protéines	   GDI	   (GDP	   dissociation	   inhibitor),	   par	   exemple,	  participent	  au	  maintien	  des	  Rab	  dans	  une	  forme	  inactive,	  mais	  aussi	  à	  leur	  localisation	  spécifique	  à	  la	  membrane	  de	  certains	  compartiments.	  Cet	  adressage	  des	  Rab	  dépend	  de	  la	  géranylgéranylation	  de	   leur	  domaine	  carboxy-­‐terminal.	  Pour	   cela,	   les	  protéines	  Rab	  nouvellement	  synthétisées	  sont	  prises	  en	  charge	  par	  des	  protéines	  nommées	  REP	  (Rab	  escort	  protein)	  qui	  ont	  pour	  fonction	  de	  les	  présenter	  à	  des	  géranylgéranyltransférases	  (GGT).	   Par	   la	   suite,	   les	   Rab	   sont	   accompagnées	   dans	   le	   cytoplasme	   jusqu’à	   leur	   point	  d’arrivée	   par	   les	   protéines	   GDI	   qui	   jouent	   alors	   un	   rôle	   de	   protéine	   chaperonne.	   Les	  facteurs	  de	  dissociation	  des	  GDI,	   les	  GDF	  (GDI	  dissociation	   factor),	   participeraient	   à	   la	  spécificité	   d’adressage	   des	   Rab	   vers	   leur	   membrane	   cible	   en	   reconnaissant	   les	   GDI	  associées	  aux	  Rab.	  Ce	  sont	  ensuite	  les	  interactions	  hydrophobes	  entre	  les	  groupements	  géranylgéranyles	   des	   Rab	   et	   les	   lipides	   des	   bicouches	   lipidiques	   qui	   permettent	   aux	  protéines	  Rab	  de	  s’associer	  aux	  membranes	  des	  différents	  compartiments.	  	  
b)	  Les	  protéines	  Rab	  et	  l’identité	  des	  membranes	  	   Les	   petites	   GTPases	   Rab	   sont	   caractérisées	   par	   leur	   localisation	   spécifique	   au	  niveau	   de	   compartiments	   bien	   précis	   (figure	   1.21).	   Elles	   servent	   de	   marqueurs	   des	  différents	   compartiments	   intracellulaires,	   permettant	   leur	   reconnaissance	   par	   les	  
Figure 1.21 : Localisation des protéines Rab au niveau des différents 
compartiments cellulaires. 
Les protéines Rab sont localisées spécifiquement sur certains organites et compartiments 
intracellulaires. Elles participent ainsi à l’identité des membranes nécessaire pour 
permettre aux vésicules de transporter leur chargement depuis le compartiment donneur 
vers le bon compartiment receveur. 
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vésicules	  de	  transport.	  Par	  exemple,	   la	  protéine	  Rab5	  est	  un	  marqueur	  des	  endosomes	  précoces,	  Rab7	  et	  Rab9	  des	  endosomes	  tardifs,	  Rab8	  est	  présente	  au	  niveau	  du	  réseau	  du	  transgolgi…	  Il	  est	  intéressant	  de	  remarquer	  que	  lorsque	  plusieurs	  protéines	  Rab	  sont	  présentes	   au	   sein	   d’un	   même	   organite,	   elles	   sont	   souvent	   localisées	   dans	   différents	  microdomaines	  de	  la	  membrane,	  appelés	  «	  domaines	  Rab	  »	  (Sonnichsen	  et	  al.,	  2000).	  En	  effet,	   des	   études	   de	   localisation	   à	   l’aide	   de	   protéines	   rab	   fusionnées	   à	   des	   protéines	  fluorescentes	  ont	  permis	  d’identifier	  ce	  phénomène.	  Ainsi,	  dans	  les	  endosomes	  précoces,	  Rab4,	  Rab5	  et	  Rab11	  sont	  présentes	  mais	  elles	  ne	   sont	  pas	   localisées	  dans	   les	  mêmes	  microdomaines	  de	   la	  membrane	  :	   les	  auteurs	  ont	  pu	  observer	  des	  domaines	  contenant	  Rab5	   uniquement,	   ou	   Rab4	   et	   Rab5	   ou	   encore	   Rab4	   et	   Rab11.	   D’autre	   part,	   les	   Rab	  spécifient	   encore	   plus	   finement	   l’identité	   des	   compartiments	   en	   recrutant	   différentes	  protéines	  (leurs	  effecteurs)	  au	  niveau	  de	  leurs	  microdomaines,	  mais	  aussi	  en	  contrôlant	  localement,	  au	  sein	  de	  la	  membrane,	  la	  concentration	  en	  phosphoinositides.	  Ces	  lipides	  participent	   au	   recrutement	   de	   protéines	   et	   complexes	   protéiques	   qui	   sont	   ainsi	   des	  marqueurs	  supplémentaires	  définissant	  l’identité	  de	  la	  membrane	  qui	  les	  contient.	  	  
c)	  Les	  fonctions	  des	  protéines	  Rab	  dans	  le	  trafic	  vésiculaire	  intracellulaire	  Les	   protéines	   Rab	   exercent	   leurs	   fonctions	   par	   le	   recrutement	   d’effecteurs	  spécifiques.	  Une	  même	  protéine	  Rab	  peut	  interagir	  avec	  deux	  effecteurs	  en	  même	  temps	  et	  au	  même	  moment	  sur	  une	  vésicule,	  ou	  bien	  mobiliser	  ses	  effecteurs	  successivement	  au	   cours	   du	   temps	   afin	   de	   contrôler	   le	   passage	   entre	   différentes	   étapes.	   Lorsque	   les	  protéines	   Rab	   sont	   activées,	   elles	   recrutent	   et	   activent	   ces	   différents	   effecteurs,	  participant	  ainsi	  à	  toutes	  les	  étapes	  du	  trafic	  intracellulaire	  :	  (1)	  formation	  des	  vésicules,	  incluant	  la	  formation	  du	  manteau	  et	  le	  recrutement	  des	  protéines	  cargo,	  (2)	  transport	  le	  long	  du	  réseau	  de	  microtubule,	  (3)	  dissociation	  du	  manteau,	  (4)	  ancrage	  à	  la	  membrane	  réceptrice,	   (5)	   fusion	  de	   la	  membrane	  vésiculaire	  avec	   la	  membrane	  du	  compartiment	  receveur.	  	  	   De	   nombreux	   exemples	   du	   rôle	   des	   Rab	   dans	   les	   transports	   intracellulaires	  pourraient	  ainsi	  être	  détaillés,	  mais	  nous	  allons	  nous	  focaliser	  sur	  les	  protéines	  Rab27	  et	  leurs	  rôles	  dans	  le	  transport	  vésiculaire	  intracellulaire.	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2/	  Les	  protéines	  Rab27	  La	  sous-­‐famille	  des	  protéines	  Rab27	  est	  composée	  de	  deux	  isoformes	  codées	  par	  deux	  gènes	  différents:	  Rab27a	  et	  Rab27b,	  qui	  présentent	  71%	  de	  similarités	  au	  niveau	  de	   leur	   séquence	   en	   acides	   aminés.	   Elles	   sont	   exprimées	   dans	   différents	   tissus	   et	  différentes	  cellules	  de	  l’organisme	  et	  elles	  ont	  plus	  particulièrement	  été	  détectées	  dans	  des	  types	  cellulaires	  spécialisés	  dans	  la	  sécrétion	  (Gomi	  et	  al.,	  2007;	  Tolmachova	  et	  al.,	  2004).	   Différents	   profils	   d’expression	   existent	   :	   certaines	   cellules	   expriment	   les	   deux	  isoformes,	   alors	   que	   d’autres	   n’en	   expriment	   qu’une	   seule	   sur	   les	   deux.	   Les	   protéines	  Rab27	   participent	   à	   la	   sécrétion	   de	   différents	   compartiments	   membranaires	  intracellulaires,	  aussi	  bien	  des	  vésicules	  de	  sécrétion	  (originaires	  de	  l’appareil	  de	  Golgi)	  que	   des	   granules	   d’origine	   lysosomale.	   Elles	   sont	   principalement	   impliquées	   dans	   les	  voies	  de	   sécrétion	   régulées	  plutôt	  que	  dans	   les	  voies	  de	   sécrétion	  constitutives	  de	  ces	  différents	   compartiments.	   Des	   récents	   travaux	   dans	   le	   laboratoire	   ont	   de	   plus	  mis	   en	  évidence	   leur	   implication	  dans	   la	   sécrétion	  constitutive	  des	  exosomes	  par	  des	   cellules	  tumorales	  humaines	  (Ostrowski	  et	  al.,	  2010).	  Nous	  allons	  dans	  cette	  partie	  commencer	  par	  détailler	  dans	  quels	   tissus	  et	   types	  cellulaires	   les	  protéines	  Rab27	  sont	  exprimées,	  puis	   nous	   préciserons	   dans	   quelles	   voies	   de	   sécrétion	   elles	   sont	   impliquées.	   Ensuite,	  nous	  détaillerons	  plus	  précisément	  les	  mécanismes	  moléculaires	  par	  lesquels	  Rab27a	  et	  Rab27b	  participent	  à	  ces	  voies	  de	  sécrétion,	   lorsque	  cela	  est	  connu.	  Nous	   terminerons	  enfin	  par	  le	  rôle	  joué	  par	  ces	  deux	  protéines	  dans	  la	  voie	  de	  sécrétion	  des	  exosomes.	  	  
a)	  Expression	  des	  protéines	  Rab27	  dans	  les	  différents	  types	  cellulaires	  L’expression	   et	   la	   fonction	   de	   l’isoforme	   Rab27a	   a	   tout	   d’abord	   été	   mise	   en	  évidence	  dans	   les	  mélanocytes	  et	   les	   lymphocytes	  T	  par	   l’étude	  des	  patients	   (puis	  des	  souris)	   porteurs	   d’une	   mutation	   dans	   le	   gène	   Rab27a.	   Ces	   patients	   sont	   atteints	   du	  syndrome	   de	   Griscelli	   (GS),	   une	   maladie	   génétique	   autosomique	   récessive	   décrite	   en	  1978(Griscelli	   et	   al.,	   1978).	   Ils	   présentent	   une	   hypopigmentation	   de	   la	   peau	   et	   des	  cheveux,	  due	  à	  un	  défaut	  de	  sécrétion	  des	  mélanosomes	  par	  les	  mélanocytes(Bahadoran	  et	  al.,	  2001),	  parfois	  associée	  à	  un	  syndrome	  hémophagocytaire	  (activation	  incontrôlée	  des	   LT	   et	   des	  macrophages)	   (Klein	   et	   al.,	   1994;	  Menasche	   et	   al.,	   2000).	   Il	   existe	   trois	  sous-­‐groupes	   de	   patients	   atteints	   de	   ce	   syndrome,	   et	   à	   chacun	   de	   ces	   groupes	  correspond	  une	  mutation	  génétique	  de	  Rab27a	   ou	  de	   l’un	  de	   ses	   effecteurs	   (direct	   ou	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indirect).	  La	  mutation	  au	  niveau	  du	  gène	  Rab27a	  est	  à	  l’origine	  du	  syndrome	  de	  Griscelli	  de	  type	  2	  (GS2).	  Chez	  ces	  patients,	  on	  observe	  une	  susceptibilité	  accrue	  aux	  infections,	  due	   à	   une	   immunodéficience	   causée	   par	   un	   défaut	   de	   sécrétion	   des	   granules	  cytotoxiques	  par	  les	  lymphocytes	  T	  et	  les	  cellules	  NK	  (Haddad	  et	  al.,	  2001;	  Menasche	  et	  al.,	  2000).	  C’est	  une	  mutation	  de	  la	  myosine	  Va	  qui	  est	   impliquée	  dans	  le	  syndrome	  de	  Griscelli	  type	  1	  (GS1)	  et	  une	  mutation	  de	  la	  mélanophiline	  	  dans	  le	  syndrome	  de	  type	  3	  (GS3).	   Ces	   deux	   mutations	   induisent	   le	   même	   phénotype	   d’albinisme	   partiel	   que	   la	  mutation	   de	   Rab27a,	   mais	   n’induisent	   pas	   de	   déficits	   immunitaires.	   Ainsi,	   si	   Rab27a	  semble	  coopérer	  avec	  la	  myosine	  V	  et	  la	  mélanophiline	  dans	  le	  transport	  et	  la	  sécrétion	  des	  mélanosomes	  dans	   les	  mélanocytes,	   il	   semble	  que	   cette	   coopération	  n’aie	  pas	   lieu	  dans	   les	   autres	   types	   cellulaires,	   et	   notamment	   dans	   les	   cellules	   du	   système	  immunitaire.	  Il	  existe	  un	  modèle	  murin	  avec	  une	  mutation	  naturelle	  dans	  le	  gène	  codant	  Rab27a	  :	   les	   souris	   Ashen	   (Wilson	   et	   al.,	   2000)	   qui	   présentent,	   comme	   les	   patients	  atteints	  du	  GS2,	  des	  défauts	  de	  sécrétion	  des	  mélanosomes	  et	  des	  granules	  cytotoxiques.	  Il	   existe	   aussi	   des	   souris	   avec	   une	   mutation	   dans	   le	   gène	   codant	   la	   myosine	   Va	  :	   les	  souris	  dilute.	   L’isoforme	  Rab27b	  n’est	   exprimée	  ni	  dans	   les	   lymphocytes	  T	  ni	  dans	   les	  mélanocytes.	  	  La	   mise	   en	   évidence	   de	   l’expression	   tissulaire	   de	   la	   protéine	   Rab27a	   a	   tout	  d’abord	   été	   réalisée	   chez	   le	   rat	   et	   la	   souris	   par	   western	   blot	   sur	   les	   lysats	   d’organes	  (Barral	  et	  al.,	  2002;	  Seabra	  et	  al.,	  1995).	  Il	  a	  ainsi	  été	  montré	  que	  cette	  isoforme,	  en	  plus	  d’être	   fortement	  exprimée	  dans	   les	  cellules	  hématopoïétiques	  et	   les	  mélanocytes,	  était	  exprimé	  dans	  la	  rate,	  l’œil,	  le	  pancréas,	  l’appareil	  gastro-­‐intestinal,	  le	  poumon,	  mais	  très	  faiblement	  voire	  pas	  du	  tout	  dans	  le	  cœur,	  les	  muscles,	  le	  cerveau,	  le	  foie	  et	  les	  testicules.	  Quelques	   années	   plus	   tard,	   la	   création	   de	   souris	   exprimant	   Rab27a	   fusionnée	   à	   la	  protéine	   fluorescente	  GFP	  a	  permis	  de	  préciser	   la	  distribution	  de	   l’expression	  de	  cette	  protéine	  (Tolmachova	  et	  al.,	  2004).	  Ainsi,	  Rab27a	  est	  exprimée	  à	  la	  surface	  des	  granules	  de	   sécrétion	   de	   nombreuses	   cellules	   sécrétrices	   dans	   (1)	   l’appareil	   gastro-­‐intestinal	  (cellules	  sécrétrices	  de	  l’estomac,	  cellules	  caliciformes,	  cellules	  de	  Paneth),	  (2)	  l’appareil	  respiratoire	   (cellules	   de	   Clara),	   (3)	   les	   glandes	   exocrines	   (glandes	   salivaires,	   cellules	  acineuses	  du	  pancréas,	  glandes	  sébacées)	  et	  (4)	  les	  glandes	  endocrines	  (appareil	  gastro-­‐intestinal,	   cellules	  des	   îlots	   de	  Langerhans	  du	  pancréas,	   glandes	   surrénales,	   thyroïde).	  Cette	  expression	  très	  large	  de	  la	  protéine	  Rab27a	  dans	  des	  cellules	  spécialisées	  dans	  la	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sécrétion	   régulée	   indique	   probablement	   un	   rôle	   crucial	   de	   cette	   protéine	   dans	   leur	  fonctionnement,	  c’est	  à	  dire	  dans	  les	  voies	  de	  sécrétion.	  	  Concernant	   Rab27b,	   aucune	  maladie	   liée	   à	   une	  mutation	   du	   gène	   codant	   cette	  protéine	  n’existe	  chez	  l’Homme	  ni	  chez	  la	  souris.	  Son	  expression	  a	  été	  mise	  en	  évidence	  dans	  les	  cellules	  endocrines	  de	  l’hypophyse	  (Zhao	  et	  al.,	  2002),	  les	  plaquettes	  (Barral	  et	  al.,	   2002)	   et	  mégacaryocytes	   (Tiwari	   et	   al.,	   2003),	   l’urothélium	   (Chen	   et	   al.,	   2003),	   le	  pancréas	   (Chen	   et	   al.,	   2004)	   et	   la	   glande	   parotide	   (Imai	   et	   al.,	   2004).	   Comme	   pour	  Rab27a,	   la	   localisation	   subcellulaire	   est	   plus	   précisément	   observée	   au	   niveau	   de	   la	  membrane	   des	   vésicules	   de	   sécrétion.	   Un	   groupe	   a	   ensuite	   étudié	   la	   localisation	   de	  Rab27b	   en	   créant	   une	   souris	   transgénique	   exprimant	   le	   gène	   LacZ	   et	   donc	   la	   β-­‐galactosidase	   à	   la	   place	   du	   gène	  Rab27b	   et	   sous	   le	   contrôle	   de	   son	   promoteur.	   Après	  fixation	   et	   coupe	   des	   tissus,	   l’activité	   de	   la	   β-­‐galactosidase	   est	   mise	   en	   évidence,	  permettant	  de	  visualiser	  les	  tissus	  dans	  lesquels	  le	  promoteur	  de	  Rab27b	  est	  actif.	  Ainsi,	  les	   auteurs	   confirment	   l’expression	   de	   Rab27b	   dans	   le	   pancréas,	   la	   vessie,	   les	  mégacaryocytes	  et	   les	  plaquettes.	   Ils	  mettent	  de	  plus	  en	  évidence	   l’expression	  de	  cette	  protéine	  dans	  les	  yeux,	  le	  foie,	  les	  poumons,	  les	  reins,	  la	  rate,	  l’appareil	  gastro-­‐intestinal,	  le	  pancréas,	  la	  peau,	  la	  moelle	  osseuse,	  l’épididyme,	  différentes	  structures	  du	  cerveau	  et	  la	  moelle	  épinière.	  Au	  niveau	  cellulaire,	  Rab27b	  est	  plus	  précisément	  exprimée	  dans	  les	  cellules	   séreuses	  des	  glandes	   salivaires,	  dans	   les	   cellules	   caliciformes	  du	   tube	  digestif,	  dans	   les	  cellules	  exocrines	  du	  pancréas	  et	  dans	  diverses	  autres	  cellules	  sécrétrices	  des	  organes	  précédemment	  cités.	  	  En	   conclusion,	   Rab27a	   et	   Rab27b	   sont	   exprimées	   dans	   de	   nombreux	   types	   de	  cellules	  sécrétrices,	  et	  présentes	  à	  la	  surface	  des	  vésicules	  de	  sécrétion	  dérivées	  du	  golgi,	  des	  granules	  dérivées	  des	  lysosomes	  et	  des	  mélanosomes.	  En	  plus	  de	  leur	  expression,	  il	  a	  été	  montré	  dans	  certains	  de	  ces	  types	  cellulaires	  que	  Rab27a	  et/ou	  Rab27b	  étaient	  en	  effet	  nécessaires	  au	  bon	  déroulement	  de	   la	   sécrétion	  de	  ces	   compartiments	  et	   c’est	   ce	  dont	  nous	  allons	  parler	  à	  présent.	  	  
b)	  Rôles	  des	  protéines	  Rab27	  dans	  la	  sécrétion	  de	  compartiments	  vésiculaires	  	   Les	   protéines	   Rab27	   sont	   impliquées	   dans	   les	   voies	   d’exocytose	   régulées	   de	  différents	   types	   de	   granules	   de	   sécrétion	   par	   différents	   types	   cellulaires.	   Les	   deux	  isoformes	  peuvent	  avoir	  des	  rôles	  distincts	  ou	  redondants.	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   (1)	  Rab27a	  Les	  types	  cellulaires	  dans	  lesquels	  un	  rôle	  de	  Rab27a	  dans	  les	  voies	  de	  sécrétion	  a	  pu	  être	  mis	  en	  évidence	  sont	  :	  les	  mélanocytes,	  les	  LT,	  les	  neutrophiles,	  les	  cellules	  NK,	  les	   cellules	   β	   des	   ilots	   de	   Langerhans	   du	   pancréas,	   les	   cellules	   neuroendocrines,	   les	  mégacaryocytes.	  •	  Rab27a	  est	  nécessaire	  à	  la	  sécrétion	  des	  mélanosomes	  par	  les	  mélanocytes	  (Bahadoran	  et	  al.,	  2001)	  et	  à	   la	  sécrétion	  des	  granules	  cytotoxiques	  des	   lymphocytes	  T	  (Haddad	  et	  al.,	  2001;	  Stinchcombe	  et	  al.,	  2001),	  comme	  cela	  a	  tout	  d’abord	  été	  mis	  en	  évidence	  chez	  les	   patients	   atteints	   du	   syndrome	   de	   Griscelli.	   Rab27b	   n’est	   pas	   exprimée	   dans	   les	  lymphocytes	   T,	   ni	   dans	   les	   mélanocytes.	   Cependant,	   l’induction	   d’une	   expression	  ubiquitaire	  de	  Rab27b	  dans	   les	   souris	  Ashen	   restaure	   la	   pigmentation	   et	   la	   coloration	  des	   poils	   des	   souris,	   montrant	   la	   possibilité	   pour	   ces	   protéines	   de	   jouer	   des	   rôles	  redondants	   (Barral	   et	   al.,	   2002).	   Les	   auteurs	   n’ont	   pas	   observé	   d’expression	   du	  transgène	  Rab27b	  dans	  les	  lymphocytes	  T	  (contrairement	  aux	  mélanocytes),	  ainsi,	  une	  éventuelle	   restauration	  de	   leur	   fonction	  dans	   les	   souris	  Ashen	   par	  Rab27b	  n’a	  pu	  être	  démontrée.	   Plus	   récemment,	   il	   a	   aussi	   été	   montré	   que	   Rab27a	   est	   nécessaire	   à	   la	  sécrétion	  des	  granules	  cytotoxiques	  des	  cellules	  NK	  (Liu	  et	  al.,	  2010a).	  •	   Rab27a	   participe	   aussi	   à	   la	   sécrétion	   des	   trois	   types	   de	   granules	   contenus	   dans	   les	  neutrophiles	   (Herrero-­‐Turrion	   et	   al.,	   2008;	   Johnson	   et	   al.,	   2010).	   Rab27b	   est	   aussi	  impliquée	   dans	   la	   sécrétion	   des	   granules	   azurophiles,	   et	   joue	   un	   rôle	   non	   redondant	  avec	  Rab27a.	  	  •	  Rab27a,	  via	  son	  effecteur	   la	  granuphiline,	  est	   impliquée	  dans	   la	  sécrétion	  régulée	  de	  l’insuline	  par	  les	  cellules	  β	  des	  îlots	  pancréatiques	  (Yi	  et	  al.,	  2002).	  La	  surexpression	  de	  Rab27a	   ou	   d’un	   dominant	   constitutivement	   activé	   de	   cette	   protéine	   augmente	   la	  sécrétion	  d’insuline	  induite	  par	  le	  potassium,	  sans	  affecter	  la	  sécrétion	  basale.	  	  •	  Rab27a	  et	  l’effecteur	  MyRIP/Slac2-­‐c	  participent	  à	  la	  sécrétion	  régulée	  des	  vésicules	  à	  cœur	   dense	   contenant	   des	   neuropeptides	   par	   les	   cellules	   neuroendocrines	   (Desnos	   et	  al.,	   2003;	   Tsuboi,	   2008).	   Dans	   ce	   cas,	   la	   surexpression	   de	   Rab27a	   entraine	   une	  diminution	   et	   non	   une	   augmentation	   de	   la	   sécrétion	   des	   neuropeptides.	   Rab27a	   joue	  dans	  ces	  cellules	  un	  rôle	  dans	  la	  mobilité	  des	  vésicules	  au	  sein	  du	  réseau	  d’actine	  sous-­‐cortical,	  étape	  précédent	  l’ancrage	  de	  la	  vésicule	  à	  la	  membrane	  plasmique.	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   (2)	  Rab27b	  	  Rab27b	  participe	  aux	  voies	  de	  sécrétion	  dans	  différents	  types	  cellulaires	  comme	  par	  exemple	  les	  plaquettes,	  les	  cellules	  acineuses	  des	  glandes	  parotides	  et	  du	  pancréas,	  les	  cellules	  de	  l’hypophyse	  antérieure,	  ou	  encore	  les	  cellules	  de	  l’urothélium.	  •	   Rab27a	   et	   Rab27b	   sont	   exprimées	   dans	   les	   mégacaryocytes	   et	   participent	   à	   la	  formation	  des	  pro-­‐plaquettes	  dans	  le	  cytoplasme	  de	  ces	  cellules,	  par	  le	  recrutement	  de	  granules	  nécessaires	  à	   leur	   constitution	   (Tiwari	  et	  al.,	  2003;	  Tolmachova	  et	  al.,	  2007).	  Les	   souris	   gunmetal	   (Rggtagm)	   sont	   des	   souris	   qui	   possèdent	   une	  mutation	   dans	   une	  sous-­‐unité	  d’une	  géranylgéranyltransférase	  dont	  Rab27a	  et	  Rab27b	  sont	  des	  substrats.	  Ces	   souris	   présentent	   un	   défaut	   important	   de	   la	   coagulation,	   de	   la	   maturation	   des	  mégacaryocytes	   et	   des	   plaquettes,	   ainsi	   que	   de	   la	   sécrétion	   des	   granules	   α	   par	   ces	  cellules.	  Il	  a	  été	  confirmé	  par	  la	  suite	  que	  Rab27a	  et	  Rab27b,	  en	  plus	  de	  leurs	  rôles	  dans	  la	   formation	   des	   plaquettes,	   étaient	   bien	   impliquées	   dans	   la	   sécrétion	   des	   granules	  plaquettaires.	   En	   effet,	   les	   souris	   Rab27b	   KO	   ou	   Rab27a	   et	   Rab27b	   double	   KO	  (Rab27aash/ash	   Rab27b-­‐/-­‐)	   présentent	   des	   maladies	   hémorragiques,	   avec	   un	   défaut	  d’agrégation	   plaquettaire,	   et	   une	   réduction	   de	   la	   sécrétion	   des	   granules	   denses	  (Tolmachova	  et	  al.,	  2007).	  En	  revanche,	   les	  souris	  Ashen	   (n’exprimant	  que	  Rab27b)	  ne	  présentent	  pas	  de	  défaut	  de	  la	  coagulation,	  ni	  de	  la	  quantité	  ou	  de	  l’aspect	  des	  plaquettes	  et	  des	  mégacaryocytes	  (Barral	  et	  al.,	  2002)	  indiquant	  que	  le	  rôle	  de	  Rab27a	  peut	  ici	  être	  compensé,	  probablement	  par	  Rab27b.	  L’étude	  des	  différents	  mutants	  a	  permis	  de	  mettre	  en	   évidence	   que	   si	   les	   deux	   isoformes	   participent	   à	   la	   sécrétion	   des	   granules	   à	   cœur	  dense	   contenant	   la	   sérotonine,	   Rab27b	   est	   l’isoforme	   jouant	   le	   rôle	   majeur	   dans	   la	  formation	  et	  la	  sécrétion	  de	  ces	  granules	  (Tolmachova	  et	  al.,	  2007).	  •	   L’amylase	   est	   une	   enzyme	   sécrétée	   de	   façon	   régulée	   par	   les	   cellules	   acineuses	   des	  glandes	   parotides.	   Rab27b	   et	   l’effecteur	   MyRIP/Slac2-­‐c	   sont	   nécessaires	   à	   cette	  sécrétion	  induite	  (Imai	  et	  al.,	  2004).	  •	   Après	   avoir	   montré	   la	   présence	   de	   Rab27b	   sur	   les	   granules	   de	   zymogène	   dans	   les	  cellules	  pancréatiques,	  des	  expériences	  de	  surexpression	  d’une	  forme	  inactive	  ou	  d’une	  forme	  constitutivement	  active	  de	  la	  protéine	  Rab27b	  ont	  montré	  son	  implication	  dans	  la	  sécrétion	   régulée	   de	   ces	   granules	   de	   zymogène	   (contenant	   de	   l’amylase)	   (Chen	   et	   al.,	  2004).	  	  
Figure 1.22 : Représentation de l’ancrage des mélanosomes sur les 
microfilaments d’actine dans les mélanocytes. 
A. Rab27a, présent à la surface des mélanosomes, permet d’ancrer ces compartiments 
sur les microfilaments d’actine, permettant leur transport jusqu’aux sites de fusion avec la 
membrane plasmique. Pour cela, Rab27a recrute l’un de ses effecteur : la mélanophiline. 
Celle-ci peut alors interagir avec la myosine-Va, un moteur moléculaire présent sur les 
microfilaments d’actine. B. Dans les cellules chromaffines des glandes médullo-
surrénales, c’est l’effecteur MyRIP qui est recruté par Rab27a et qui permet 
l’ancrage des granules de sécrétion sur les microfilaments d’actine, soit 
directement, soit par interaction avec la myosine Va. 
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•	  Dans	  l’hypophyse	  antérieure,	  il	  existe	  cinq	  types	  de	  cellules	  endocrines,	  qui	  sécrètent	  différents	  neuropeptides	  et	  qui	  expriment	  différents	  niveaux	  de	  Rab27a	  et	  Rab27b.	  Les	  cellules	   sécrétant	   l’ACTH	   n’expriment	   que	   Rab27b,	   et	   cette	   isoforme	   participe	   à	   la	  sécrétion	  des	  granules	  contenant	  l’ACTH.	  	  En	  effet,	  la	  surexpression	  d’une	  forme	  inactive	  de	   la	   protéine	   Rab27b	   diminue	   la	   sécrétion	   induite	   d’ACTH	   par	   les	   cellules	  hypophysaires	  (Zhao	  et	  al.,	  2002).	  	  
c)	  Rab27	  et	  sécrétion	  de	  compartiments	  vésiculaires	  :	  mécanismes	  moléculaires	  	  	  Les	  protéines	  Rab27	  semblent	  être	   impliquées	  plus	  particulièrement	  dans	  deux	  étapes	  de	   la	   voie	   d’exocytose	   des	   vésicules	  :	   le	   transport	   des	   vésicules	   vers	   la	   périphérie	  cellulaire	  et	  l’ancrage	  à	  la	  membrane	  plasmique	  avant	  fusion.	  	   (1)	  Rab27	  et	  mobilité	  des	  vésicules	  
•	   Il	  a	  été	  montré	  que	  Rab27a	  participait	  au	  déplacement	  des	  mélanosomes	   le	   long	  des	  microfilaments	   d’actine	   dans	   les	  mélanocytes.	   Rab27a	   permet	   d’une	   part	   le	   transport	  des	  mélanosomes	  à	  la	  membrane	  plasmique	  et	  d’autre	  part	  la	  distribution	  périphérique	  de	   ces	   compartiments	  dans	   la	   zone	   sous-­‐corticale,	   sous	   la	  membrane	  plasmique.	  Pour	  cela,	  Rab27a,	  localisée	  à	  la	  membrane	  des	  mélanosomes,	  interagit	  avec	  deux	  effecteurs	  :	  la	  mélanophiline	  (Fukuda	  et	  al.,	  2002b;	  Wu	  et	  al.,	  2002)	  dans	  un	  premier	  temps,	  puis	  la	  protéine	   synaptotagmine-­‐like	   2	   (Slp-­‐2)	   (Kuroda	   and	   Fukuda,	   2004).	   La	  mélanophiline	  interagit	   avec	   un	   moteur	   moléculaire,	   la	   myosine	   Va,	   permettant	   le	   déplacement	   des	  mélanosomes	   le	   long	  des	  microfilaments	   d’actine,	   vers	   la	   périphérie	   cellulaire	   (figure	  
1.22).	   L’absence	   de	   Rab27a,	   de	   la	   mélanophiline	   ou	   de	   la	   myosine	   Va	   cause	   une	  accumulation	   des	  mélanosomes	   en	   périphérie	   du	   noyau	   des	  mélanocytes,	   alors	   qu’ils	  sont	   normalement	   localisés	   en	   périphérie	   de	   la	   cellule	   lorsque	   ces	   protéines	   sont	  exprimées.	   Ceci	   correspond	   à	   l’hypopigmentation	   observée	   chez	   les	   patients	   atteints	  d’une	  des	  trois	  formes	  du	  syndrome	  de	  Griscelli.	  Rab27a	  et	  la	  mélanophiline	  permettent	  donc	   le	   transfert	   des	   mélanosomes	   depuis	   le	   cytosquelette	   de	   microtubules	   vers	   le	  cytosquelette	  d’actine.	  L’étude	  des	  souris	  Ashen	  (Rab27a	  KO),	  Dilute	  (Myosine	  Va	  KO)	  et	  Leaden	  (melanophilin	  KO)	  a	  permis	  d’identifier	  la	  séquence	  chronologique	  aboutissant	  à	  l’interaction	  indirecte	  de	  Rab27a	  avec	  l’actine	  :	  Rab27a	  est	  la	  première	  recrutée	  sur	  les	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mélanosomes,	  elle	  recrute	  ensuite	  la	  mélanophiline,	  qui	  va	  interagir	  avec	  la	  myosine	  Va,	  moteur	  moléculaire	  localisé	  sur	  les	  microfilaments	  d’actine	  (Wu	  et	  al.,	  2002).	  	  
•	   Dans	   les	   cellules	   chromaffines	   des	   glandes	  médullo-­‐surrénales,	   il	   a	   été	   montré	   que	  Rab27a,	   localisée	   au	   niveau	   des	   granules	   de	   sécrétion,	   était	   impliquée	   dans	   le	  recrutement	   de	   ces	   granules	   sur	   le	   cytosquelette	   sous-­‐cortical	   d’actine	   via	   l’effecteur	  MyRIP	  (Desnos	  et	  al.,	  2003).	  MyRIP	  est	  capable	  d’interagir	  avec	  l’actine	  directement	  et	  aussi	   indirectement	   en	   recrutant	   la	  myosine	   Va.	   Les	   surexpressions	   de	   Rab27a	   ou	   de	  MyRIP,	   ou	   encore	   l’expression	   d’une	   protéine	   mutante	   de	   Rab27a	   constitutivement	  activée	  entraînent	  une	  diminution	  de	  la	  sécrétion	  régulée	  des	  granules	  de	  sécrétion.	  La	  sécrétion	   constitutive	   n’est	   en	   revanche	   pas	  modifiée.	   Cette	   diminution	   de	   fusion	   des	  granules	  à	   la	  membrane	  plasmique	  s’explique	  par	  une	  stabilisation	  de	   leur	  association	  sur	   les	   microfilaments	   d’actine	   dans	   le	   cortex	   cellulaire,	   empêchant	   les	   mouvements	  nécessaires	   à	   l’ancrage	   puis	   à	   la	   fusion	   au	   niveau	   de	   la	   membrane	   plasmique.	   Ainsi,	  Rab27a	   et	   MyRIP	   contrôlent	   le	  mouvement	   des	   vésicules	   de	   sécrétion	   dans	   le	   cortex	  sous-­‐cortical	  et	  ainsi	  l’accès	  aux	  sites	  d’exocytose.	  	  Plus	  récemment,	  il	  a	  été	  montré	  que	  MyRIP	   était	   aussi	   nécessaire	   à	   l’ancrage	   des	   granules	   de	   sécrétion	   à	   la	   membrane	  plasmique	   dans	   ce	   même	   type	   cellulaire.	   En	   effet,	   l’inhibition	   d’expression	   de	   MyRIP	  cause	  une	  diminution	  de	   la	   fréquence	  des	  périodes	  d’immobilisation	  des	  vésicules	  à	   la	  membrane	  plasmique	  et	  aussi	  une	  réduction	  de	  la	  durée	  d’immobilisation,	  indiquant	  que	  MyRIP	  participe	  au	  complexe	  d’ancrage	  des	  vésicules	  à	  la	  membrane	  plasmique	  (Huet	  et	  al.,	  2012).	  	   (2)	  Rab27	  et	  l’ancrage	  des	  vésicules	  à	  la	  membrane	  plasmique	  
•	   Dans	   les	   mélanocytes,	   il	   a	   été	   montré	   que	   Rab27a	   interagissait	   avec	   un	   autre	  effecteur	  que	   la	   mélanophiline	  :	   la	   protéine	   synaptotagmine-­‐like	   2	   (slp2).	   Une	   même	  molécule	  de	  Rab27a	  ne	  semble	  pas	  être	  associée	  à	  la	  fois	  à	  la	  mélanophiline	  et	  à	  slp2,	  en	  revanche	  les	  deux	  types	  de	  complexes	  peuvent	  être	  présents	  sur	  un	  même	  mélanosome.	  L’inhibition	  de	   l’expression	  de	  Slp2	  n’entraine	  pas	   le	  même	  phénotype	  que	   l’inhibition	  de	   l’expression	   de	   la	   mélanophiline.	   En	   effet,	   les	   mélanosomes	   ne	   s’accumulent	   pas	  autour	   du	   noyau,	   ils	   se	   répartissent	   dans	   l’ensemble	   du	   cytoplasme	   excepté	   en	  périphérie	  de	  la	  cellule.	  Il	  semble	  donc	  que	  Slp2	  participe	  à	  la	  répartition	  et	  au	  maintien	  en	   périphérie	   des	   mélanosomes	   dans	   les	   mélanocytes.	   Slp2	   possède	   un	   domaine	  
Figure 1.23 : Mécanismes d’ancrage des vésicules à la membrane plasmique par 
Rab27a et ses effecteurs. 
Rab27a, sous sa forme active et donc liée au GTP, participe à l’ancrage des vésicules de 
sécrétion (VS) à la membrane plasmique dans différents types cellulaires et en faisant intervenir 
différents effecteurs. A. Dans les mélanocytes, l’ancrage des mélanosomes fait intervenir la 
synaptotagmine-like 2 (Slp2). Celle-ci interagit avec la phosphatidylsérine de la membrane 
plasmique. B. Dans les cellules neuroendocrines et les cellules β-pancréatiques, c’est l’effecteur 
Slp4 qui est recruté. Cet effecteur interagit avec Munc18, qui lui-même entre en contact avec les 
syntaxines localisées dans les membranes. C. La rabphiline, capable de se lier à SNAP25, 
participe aussi à l’ancrage des vésicules de sécrétion dans les cellules neuroendocrines. D. 
Enfin, dans les lymphocytes T, les neutrophiles et les mastocytes, l’ancrage des vésicules médié 
par Rab27a fait intervenir l’effecteur Munc13-4 qui pourrait interagir avec la phosphatidylsérine, 
les protéines SNAP oules syntaxines. . 
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d’interaction	   avec	   la	   phosphatidylsérine	   qui	   se	   trouve	   sur	   le	   feuillet	   interne	   de	   la	  membrane	  plasmique.	  Ainsi,	  cet	  effecteur	  de	  Rab27a	  permet	  l’ancrage	  des	  vésicules	  à	  la	  membrane	   plasmique	   (figure	   1.23	   A),	   étape	   précédant	   la	   fusion	   entre	   les	   deux	  compartiments	   (Kuroda	   and	   Fukuda,	   2004).	   Rab27a/b	   et	   Slp2	   sont	   aussi	   impliquées	  dans	   l’ancrage	   des	   vésicules	   contenant	   du	  mucus	   à	   la	   membrane	   apicale	   des	   cellules	  gastriques	  (Saegusa	  et	  al.,	  2006).	  	  
•	   La	   protéine	   Slp4,	   ou	   granulophiline,	   est	   un	   autre	   effecteur	   des	   protéines	   Rab27	  exprimé	  notamment	   dans	   les	   cellules	   neuroendocrines	   et	   les	   cellules	  β–pancréatiques	  dans	  lesquelles	  sa	  surexpression	  augmente	  la	  quantité	  de	  vésicules	  «	  inertes	  »	  ancrées	  à	  la	  membrane	  plasmique	   (en	   l’absence	  de	   toute	   stimulation)	   (Torii	   et	   al.,	   2004;	  Tsuboi	  and	  Fukuda,	  2006).	  Ces	  vésicules	  sont	  dites	  «	  inertes	  »	  puisque	  malgré	  leur	  ancrage	  à	  la	  membrane,	   lorsque	  Slp4	   est	   surexprimée,	   le	  nombre	   et	   la	  probabilité	  des	   évènements	  d’exocytose	   de	   ces	   compartiments	   après	   stimulation	   sont	   diminués	   (Coppola	   et	   al.,	  2002;	  Fukuda	  et	  al.,	  2002a;	  Torii	  et	  al.,	  2002;	  Tsuboi	  and	  Fukuda,	  2006;	  Yi	  et	  al.,	  2002).	  La	   sécrétion	  des	  hormones	  contenues	  dans	   les	  vésicules	  à	   cœur	  dense	  par	   les	   cellules	  neuroendocrines	  et	  de	   l’insuline	  par	   les	  cellules	  β–pancréatiques	  est	  alors	   inhibée.	  Ces	  résultats	   sont	   confirmés	   par	   le	   fait	   que	   les	   cellules	   β–pancréatiques	   déficientes	   pour	  l’expression	   de	   Slp4	   présentent	   une	   plus	   faible	   quantité	   de	   vésicules	   ancrées	   à	   la	  membrane	  plasmique	  et	  la	  sécrétion	  d’insuline	  après	  stimulation	  est	  augmentée	  (Gomi	  et	  al.,	  2005).	  L’ancrage	  à	  la	  membrane	  plasmique	  est	  permis	  par	  l’interaction	  entre	  Slp4	  et	   la	   protéine	   Munc18-­‐1,	   qui	   elle-­‐même	   interagit	   avec	   la	   syntaxine-­‐1a,	   une	   protéine	  transmembranaire	  impliquée	  dans	  la	  fusion	  membranaire	  (figure	  1.23	  B).	  L’effet	  de	  la	  surexpression	  de	  Slp4	  sur	  la	  sécrétion	  de	  l’insuline	  et	  des	  neuropeptides	  est	  dépendant	  de	  Rab27a.	  Rab27a	  participe	  donc	  à	  la	  fois	  à	  la	  régulation	  négative	  (via	  Slp4)	  et	  positive	  de	   la	   sécrétion	   induite	   de	   certains	   compartiments	   cellulaires.	   Enfin,	   Slp4	   est	   aussi	  présente	   sur	   les	   granules	   de	   sécrétion	   de	   l’amylase	   dans	   les	   cellules	   acineuses	   de	   la	  glande	  parotide	  chez	   le	  rat.	  Dans	  ces	  cellules	  Munc18-­‐1	  et	   la	  syntaxine-­‐1a	  ne	  sont	  pas	  exprimées,	  mais	  Munc18-­‐2	  et	  les	  syntaxines-­‐2	  et	  3	  le	  sont,	  et	  ces	  dernières	  participent	  à	  la	   formation	   du	   complexe	   moléculaire	   initié	   par	   Rab27a	   et	   permettant	   l’ancrage	   des	  granules	  à	  la	  membrane	  plasmique	  apicale	  des	  cellules	  acineuses	  (Fukuda	  et	  al.,	  2005).	  	  
•	   Tout	   comme	   Slp4,	   la	   surexpression	   de	   la	   Rabphiline,	   elle	   aussi	   un	   effecteur	   des	  protéines	  Rab27,	  augmente	   la	  quantité	  de	  vésicules	  ancrées	  à	   la	  membrane	  plasmique	  dans	  les	  cellules	  neuroendocrines,	  mais	  contrairement	  à	  Slp4,	  cette	  surexpression	  de	  la	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rabphiline	   augmente	   la	   sécrétion	   d’hormone	   induite	   par	   le	   chlorure	   de	   potassium	  (Tsuboi	   and	   Fukuda,	   2005).	   La	   rabphiline	   interagit	   directement	   avec	   la	   protéine	   de	  fusion	   SNAP25	   (synaptosome-­‐associated-­‐protein	   of	   25	   kDa)	   localisée	   à	   la	   membrane	  plasmique	   (figure	   1.23	   C)	   et	   donc,	   en	   plus	   de	   participer	   à	   la	   phase	   d’ancrage,	   elle	  permettrait	  d’initier	  la	  fusion	  des	  vésicules.	  
•	  L’étude	  en	  microscopie	  électronique	  à	  transmission	  de	  la	  synapse	  entre	  les	  LT,	  issus	  de	  souris	   sauvages	   ou	   de	   souris	   Ashen,	   et	   des	   cellules	   cibles	   a	   tout	   d’abord	   permis	   de	  proposer	   un	   rôle	   de	   Rab27a	   dans	   l’ancrage	   des	   granules	   lytiques	   à	   la	   membrane	  plasmique	  :	  dans	  les	  LT	  n’exprimant	  pas	  Rab27a,	  ces	  granules	  ne	  sont	  jamais	  au	  contact	  de	  la	  membrane	  plasmique	  à	  la	  synapse	  avec	  la	  cellule	  cible	  (Stinchcombe	  et	  al.,	  2001).	  Rab27a	  est	  impliquée	  dans	  l’ancrage	  des	  granules	  cytotoxiques	  dans	  les	  lymphocytes	  T	  activés	   via	   l’effecteur	  Munc13-­‐4	   (Elstak	   et	   al.;	   Menager	   et	   al.,	   2007)	   (figure	   1.23	   D).	  Dans	   une	   première	   étude	   basée	   sur	   des	   analyses	   en	   microscopie	   confocale	   et	   en	  microscopie	   électronique	   à	   transmission,	   il	   a	   été	   monté	   que	   Munc13-­‐4	   participe	   à	   la	  formation	   de	   compartiments	   endosomaux	   spécialisés,	   nécessaires	   à	   la	   sécrétion	   des	  granules	   cytotoxiques	   par	   les	   LT	  :	   de	   façon	   indépendante	   de	   Rab27a,	   Munc13-­‐4	  assemble	   les	  vésicules	  de	  recyclage	  exprimant	  Rab11	  et	   les	  endosomes	  tardifs	  portant	  Rab27a,	   formant	   ainsi	   une	   population	   de	   vésicules	   disponibles	   pour	   participer	   au	  processus	   d’exocytose	   régulée	   (Menager	   et	   al.,	   2007).	   Ces	   compartiments	   spécialisés	  sont	  recrutés	  au	  niveau	  de	  la	  zone	  de	  contact	  entre	  le	  LT	  et	  la	  cellule	  cible,	  tout	  comme	  les	  granules	  cytotoxiques.	  Il	  est	  supposé	  que	  la	  fusion	  hétérotypique	  entre	  les	  deux	  types	  de	   vésicules,	   celles	   contenant	   les	   molécules	   cytotoxiques	   et	   celles	   contenant	   la	  machinerie	   nécessaire	   à	   l’exocytose,	   aboutirait	   à	   l’exocytose	   du	   contenu	   des	   granules	  lytiques	   dans	   la	   fente	   de	   la	   synapse	   immunologique.	   Les	   résultats	   de	   cette	   étude	  suggèrent	   un	   second	   rôle	   de	   Munc13-­‐4	   dans	   cette	   voie	   d’exocytose,	   cette	   fois-­‐ci	  dépendant	   de	   la	   protéine	   Rab27a,	   dans	   une	   étape	   plus	   tardive	   du	   processus	   et	  probablement	   dans	   la	   préparation	   ou	   l’ancrage	   des	   vésicules	   à	   la	   fusion	   (phase	   de	  «	  priming	  »).	   Une	   étude	   plus	   récente	   a	   confirmé	   l’implication	   du	   complexe	   Rab27a-­‐Munc13-­‐4	   dans	   l’ancrage	   des	   granules	   lytiques	   à	   la	   membrane	   plasmique	   des	  lymphocytes	  T	  (Elstak	  et	  al.).	  Les	  auteurs	  ont	  pour	  cela	  comparé	  les	  mouvements	  de	  ces	  compartiments	   intracellulaires	   sous	   la	   membrane	   plasmique	   par	   microscopie	   à	   onde	  évanescente	  (total	  internal	  reflection	  fluorescence,	  TIRF),	  dans	  des	  cellules	  exprimant	  la	  forme	  sauvage	  ou	  deux	  formes	  mutées	  de	  Munc13-­‐4	  incapables	  d’interagir	  avec	  Rab27a.	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Lorsque	   les	   LT	   sont	   activés,	   les	   vésicules	   sont	   moins	  mobiles,	   indiquant	   l’ancrage	   de	  celles-­‐ci	   à	   la	   membrane	   plasmique,	   précédent	   l’étape	   de	   fusion.	   Cette	   diminution	   de	  mobilité	  est	  dépendante	  de	  l’interaction	  entre	  Munc13-­‐4	  et	  Rab27a,	  puisqu’elle	  n’est	  pas	  observée	  dans	  les	  cellules	  exprimant	  les	  mutants	  de	  Munc13-­‐4	  ne	  pouvant	  lier	  Rab27a.	  Une	  autre	  étude	   réalisée	   sur	   les	  neutrophiles	   stimulés	  par	   le	  LPS	   (lipopolysaccharide)	  présente	   des	   résultats	   similaires	   quant	   au	   rôle	   de	   Munc13-­‐4	   dans	   la	   restriction	   des	  mouvements	  des	  granules	  de	  sécrétion	  portant	  Rab27a	  permettant	  la	  fusion	  des	  celles-­‐ci	   avec	   la	   membrane	   plasmique	   (Johnson	   et	   al.,	   2011).	   Dans	   les	   mastocytes	   aussi	   le	  complexe	   entre	   Rab27a	   et	   Munc13-­‐4	   est	   nécessaire	   à	   la	   fusion	   des	   compartiments	  sécrétoires	   dérivés	   des	   lysosomes	   avec	   la	   membrane	   plasmique	   (Neeft	   et	   al.,	   2005).	  Munc13-­‐4	   possède	   des	   domaines	   d’interaction	   avec	   les	   lipides	   membranaires,	   mais	  aussi	  avec	  des	  	  protéines	  associées	  aux	  membranes	  et	  impliquées	  dans	  l’exocytose	  :	  les	  syntaxines	  et	  les	  SNAP.	  Il	  est	  intéressant	  de	  noter	  que	  les	  lymphocytes	  T	  déficients	  pour	  l’expression	   de	   Munc13-­‐4	   présentent	   des	   granules	   cytotoxiques	   ancrés	   normalement	  (mais	  qui	  ne	  fusionnent	  pas)	  à	  la	  membrane	  plasmique	  contrairement	  aux	  LT	  déficients	  en	   Rab27a.	   Un	   autre	   mécanisme	   d’ancrage	   semble	   donc	   exister	   dans	   les	   LT,	   et	  notamment,	   la	  Slp2	  dont	  nous	  avons	  parlé	  précédemment	  pour	   les	  mélanocytes,	  serait	  un	  bon	  candidat	  (Kuroda	  and	  Fukuda,	  2004).	  Munc13-­‐4	  n’en	  reste	  pas	  moins	  nécessaire	  à	  la	  sécrétion	  des	  vésicules,	  en	  permettant	  le	  recrutement	  des	  protéines	  nécessaires	  à	  la	  fusion.	  	  
d)	  Rab27	  et	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  Il	   a	   été	  montré	   récemment	  dans	   le	   laboratoire	   que	  RAB27A	   et	  RAB27B	   étaient	  nécessaires	   à	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   cellules	   tumorales	   humaines	   HeLa	  (Ostrowski	   et	   al.,	   2010).	   Les	   cellules	   utilisées	   sont	   plus	   précisément	   les	   cellules	  HeLa	  B6H4	  qui	  expriment	  les	  molécules	  du	  CMH	  II	  (montrées	  comme	  étant	  enrichies	  sur	  les	  exosomes),	  et	  qui	  secrètent	  l’ovalbumine	  (de	  poulet)	  par	  la	  voie	  de	  sécrétion	  classique.	  Le	  rôle	  des	  protéines	  RAB	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  a	  été	  étudié	  dans	  ces	  cellules	  à	  l’aide	   d’une	   banque	   de	   shRNA	   (short	   hairpin	   RNA)	   ciblant	   59	   protéines	   de	   la	   famille	  RAB.	   La	   sécrétion	   des	   exosomes	   et	   de	   l’ovalbumine	   soluble	   a	   été	   mesurée	   après	  introduction	   des	   shRNA	   dans	   les	   cellules	   à	   l’aide	   d’un	   vecteur	   viral.	   L’inhibition	   de	  l’expression	  des	  protéines	  RAB27Aet	  RAB27B	  induit	  dans	  ces	  cellules	  une	  diminution	  de	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la	  sécrétion	  des	  exosomes	  sans	  modulation	  de	  la	  sécrétion	  de	  l’ovalbumine,	  indiquant	  un	  rôle	   spécifique	   de	   ces	   deux	   protéines	   dans	   la	   voie	   de	   formation	   et	   de	   libération	   des	  exosomes.	   Cette	   étude	   montre	   de	   plus	   que	   ces	   deux	   protéines	   jouent	   des	   rôles	   non	  redondant	   dans	   la	   voie	   de	   sécrétion	   des	   exosomes.	   L’observation	   des	   corps	  multivésiculaires	   (CD63+)	   dans	   les	   cellules	   exprimant	   les	   shRNA	   montre	   différents	  phénotypes	   selon	   l’isoforme	   réprimée.	   Lorsque	   RAB27A	   est	   inhibée,	   les	   MVBs	   sont	  répartis	  dans	  l’ensemble	  du	  cytoplasme	  comme	  c’est	   le	  cas	  dans	  les	  cellules	  exprimant	  un	  shRNA	  contrôle,	  mais	  ils	  sont	  significativement	  plus	  larges.	  L’analyse	  en	  microscopie	  électronique	  à	  transmission	  confirme	  l’élargissement	  des	  MVBs,	  qui	  sont	  bien	  remplis	  de	  vésicules	  intraluminales.	  Dans	  le	  cas	  des	  cellules	  inhibées	  pour	  l’expression	  de	  RAB27B,	  les	  MVBs,	  qui	  présentent	  une	  taille	  normale,	  s’accumulent	  dans	  la	  zone	  périnucléaire	  du	  cytoplasme	  des	  cellules.	  De	  façon	  intéressante,	  RAB27A	  et	  RAB27B	  ne	  montrent	  pas	  la	  même	   localisation	   subcellulaire	   au	   sein	   des	   cellules	   HeLa.	   RAB27A	   est	   présente	   à	   la	  membrane	  des	  MVBs	  et	  est	  l’isoforme	  qui	  leur	  est	  majoritairement	  associée.	  Si	  RAB27B	  peut	  lui	  aussi	  y	  être	  détecté,	  sa	  localisation	  principale	  est	  dans	  la	  zone	  périnucléaire,	  au	  niveau	   des	   structures	   du	   réseau	   transgolgien.	   Par	  microscopie	   à	   onde	   évanescente,	   le	  nombre	  de	  MVBs	  à	   la	  membrane	  plasmique	  ainsi	  que	   la	  vitesse	  de	   leurs	  déplacements	  ont	   pu	   être	  mesurés.	   L’absence	   de	   RAB27A	   ou	   de	   RAB27B	   induit	   une	   diminution	   du	  nombre	  de	  MVBs	  à	  proximité	  de	  la	  membrane	  plasmique,	  indiquant	  un	  rôle	  de	  ces	  deux	  protéines	   dans	   la	   redistribution	   de	   ces	   compartiments	   à	   la	   périphérie.	   De	   plus,	  l’inhibition	  de	  RAB27A	  et	  de	  RAB27B	  diminue	  le	  pourcentage	  de	  vésicules	  ancrées	  à	  la	  membrane	  plasmique	  ainsi	  que	  la	  durée	  de	  ces	  interactions.	  Enfin,	  l’étude	  de	  différents	  effecteurs	  semble	  montrer	  que	  Slp4	  est	  un	  partenaire	  de	  RAB27A	  et	  Slac2b	  de	  RAB27B	  dans	   la	   voie	   de	   sécrétion	   des	   exosomes.	   En	   conclusion	   de	   ce	   travail,	   il	   semble	   que	  RAB27B	   soit	   impliqué	   dans	   le	   transfert	   des	  MVBs	   du	   réseau	   de	  microtubules	   vers	   le	  réseau	   cortical	   d’actine	   et	   dans	   l’ancrage	   de	   ces	   compartiments	   à	   la	   membrane	  plasmique.	   En	   revanche,	   Rab27a	   pourrait	   jouer	   plusieurs	   rôles	   qui	   ne	   peuvent	   être	  discriminés	  dans	  cette	  étude	  :	   (1)	  RAB27A	  est	   impliqué	  dans	   l’ancrage	  et	   la	   fusion	  des	  MVBs	   à	   la	  membrane	  plasmique,	   les	  MVBs	   élargis	   seraient	   alors	  dus	   à	  une	   fusion	  des	  MVBs	  entre	  eux	  (ou	  avec	  d’autres	  compartiments	  intracellulaires),	  à	  défaut	  de	  fusionner	  avec	   la	   membrane	   plasmique	   (2)	   RAB27A	   a	   pour	   rôle	   d’inhiber	   la	   fusion	   des	  compartiments	  intracellulaires	  entre	  eux,	  et	  en	  son	  absence,	  les	  gros	  compartiments	  qui	  se	  forment	  ne	  peuvent	  être	  ancrés	  correctement	  à	  la	  membrane	  plasmique.	  	  
Quelles sont les fonctions physiologiques des 
exosomes dans le développement tumoral in 
vivo ? 
Inhibition de Rab27a 
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populations de vésicules 
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d’exosomes? 
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Figure 1.24 : Schéma des questions étudiées au cours de ces travaux de thèse. 
La question principale était de savoir quels étaient les fonctions des exosomes produits par les 
tumeurs in vivo dans la croissance et la réponse immunitaire tumorales. Pour cela, nous avons 
inhibé l’expression de Rab27a et de Rab27b. La sécrétion des exosomes est mesurée par la 
quantification des marqueurs exosomaux dans les culots d’exosomes. Les résultats obtenus ont 
confirmé une diminution de la sécrétion des exosomes par l’inhibition de Rab27a, mais pas par 
l’inhibition de Rab27b. Nous n’avons donc continué nos travaux qu’avec Rab27a. Les 
quantifications ont aussi révélé des discordances dans le comportement des différents marqueurs, 
nous conduisant à nous poser la question de l’existence de différentes populations de vésicules 
dans les culots d’exosomes. Par ailleurs, nous avons étudié l’implication de Rab27a dans d’autres 
voies de sécrétion que celle des exosomes. Enfin, nous avons étudié le développement des 
tumeurs n’exprimant pas Rab27a et la réponse immunitaire qu’elles induisent. 
Inhibition de Rab27b 
Chimiokines 
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D-­‐	  OBJECTIFS	  DE	  LA	  THESE	  	  	  	   L’objectif	   de	   cette	   thèse	   est	   d’étudier	   le	   rôle	   joué	   par	   les	   exosomes	   sécrétés	   in	  
vivo	   par	   les	   cellules	   tumorales,	   dans	   la	   croissance	   tumorale	   et	   plus	   particulièrement	  dans	  la	  réponse	  immunitaire	  tumorale	  (Figure	  1.24).	  Etant	  donné	  le	  rôle	  spécifique	  joué	  par	   les	   protéines	   RAB27	   dans	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   cellules	   tumorales	  humaines	   HeLa-­‐B6H4,	   nous	   avons	   choisi	   d’inhiber	   l’expression	   de	   Rab27a	   et	   Rab27b	  dans	  différentes	   lignées	  tumorales	  murines	  afin	  d’empêcher	   la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	   ces	   tumeurs	   in	  vitro	   et	   in	  vivo.	   Après	   avoir	   pu	   inhiber	   cette	   sécrétion	  d’exosomes,	  nous	   avons	   été	   amenés	   à	   étudier	   plus	   particulièrement	   les	   populations	   ou	   plutôt	   les	  sous-­‐populations	   d’exosomes	   produites	   par	   les	   cellules	   contrôles	   et	   les	   cellules	  n’exprimant	   pas	   Rab27.	   	   D’autre	   part,	   nous	   avons	   suivi	   la	   croissance	   de	   ces	   tumeurs	  secrétant	   moins	   d’exosomes	   en	   la	   comparant	   à	   la	   croissance	   des	   tumeurs	   contrôles.	  Etant	   donné	   les	   rôles	   de	  modulation	  du	   système	   immunitaire	   attribués	   aux	   exosomes	  par	   de	   nombreux	   travaux,	   nous	   avons	   choisi	   d’étudier	   la	   réponse	   immunitaire	  systémique	   et	   locale	   afin	   de	   déterminer	   si	   la	   présence	   ou	   l’absence	   des	   exosomes	  entraînait	  une	  modification	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  induite	  par	  la	  tumeur.	  	   Nous	   allons	   présenter	   les	   résultats	   obtenus	   au	   cours	   de	   ce	   doctorat	   en	   trois	  parties	  :	  	  A-­‐ Existence	  de	  sous-­‐populations	  d’exosomes	  B-­‐ Les	   exosomes	   et	   la	   réponse	   immunitaire	   tumorale	  :	   modèles	   de	   carcinomes	  mammaires	  murins	  C-­‐ Les	   exosomes	   et	   la	   réponse	   immunitaire	   tumorale	  :	   résultats	   annexes	   dans	  d’autres	  modèles	  tumoraux	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II.	  RESULTATS	  
	  
A-­‐	  EXISTENCE	  DE	  SOUS-­‐POPULATIONS	  D’«	  EXOSOMES	  »	  (Article	  1)	  	  Résumé	  
	   Dans	  le	  but	  d’inhiber	  la	  sécrétion	  des	  exosomes,	  nous	  avons	  réprimé	  l’expression	  de	  Rab27a	  dans	  plusieurs	  lignées	  tumorales	  murines.	  Ceci	  nous	  a	  amené	  à	  étudier	  une	  problématique	   que	   nous	   n’avions	   pas	   envisagé	   pour	   ces	   travaux	   de	   thèse,	   à	   savoir	  :	  existe-­‐t-­‐il	   différentes	   populations	   d’exosomes	  ?	   Nous	   avons	   ainsi	   caractérisé	   par	  microscopie	   électronique	   à	   transmission,	   par	   western	   blot	   et	   par	   séparation	   sur	  gradient	  de	  sucrose	  les	  vésicules	  présentes	  dans	  les	  culots	  d’exosomes.	  Au	  moins	  deux	  populations	  de	  vésicules	  sont	  produites	  par	  les	  cellules	  et	  co-­‐centrifugées	  à	  100.000xg.	  Ces	  populations	  peuvent	  être	  distinguées	  par	  leur	  taille	  (30-­‐50	  nm	  versus	  50-­‐150	  nm),	  par	   leur	   composition	   protéique	   (CD9,	   Mfge8	   versus	   marqueurs	   endosomaux,	   CD9	   et	  Mge8)	  et	  aussi	  par	  leur	  mode	  de	  sécrétion	  (indépendant	  de	  Rab27a	  versus	  dépendant	  de	  Rab27a).	  	  	  
a)	  Introduction	  	   Les	   exosomes	   sont	   purifiés	   à	   partir	   de	   milieu	   conditionné	   par	   des	   cellules	   en	  culture	   ou	   de	   liquides	   biologiques,	   selon	   des	   protocoles	   d’ultracentrifugations	  différentielles	   (Thery	   et	   al.,	   2006),	   qui	   ont	   été	   définis	   à	   partir	   des	   premières	   études	  réalisées	   par	   les	   groupes	  de	   Stahl	   et	   Johnstone	   (Harding	   et	   al.,	   1984;	   Johnstone	   et	   al.,	  1987).	   La	   purification	   consiste	   dans	   un	   premier	   temps	   à	   éliminer	   les	   cellules	  mortes	  (300xg	  ;	  10	  min),	  les	  corps	  apoptotiques	  et	  débris	  cellulaires	  (2000xg,	  10	  min),	  ainsi	  que	  les	   plus	   grosses	   vésicules	   aussi	   appelées	   «	  microvésicules	  »	   (10.000xg,	   30	   min).	   Le	  surnageant	  de	  cette	  étape	  de	  centrifugation	  à	  10.000xg	  est	  ultracentrifugé	  à	  100.000xg	  pendant	   70	   minutes	   afin	   d’obtenir	   un	   culot	   contenant	   les	   exosomes	   ainsi	   que	   des	  protéines	  co-­‐centrifugées	  et	  probablement	  quelques	  autres	  vésicules.	  Un	  lavage	  en	  PBS	  suivi	   d’une	   dernière	   ultracentrifugation	   à	   100.000xg	   pendant	   70	   minutes	   permettra	  d’éliminer	   en	   grande	   partie	   les	   protéines	   contaminantes.	   	   Les	   culots	   d’exosomes	  concentrés	  ainsi	  obtenus	  sont	  caractérisés	  de	  différentes	  façons	  :	  (1)	  étude	  de	  leur	  taille	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et	   éventuellement	   de	   certains	   marqueurs	   protéiques	   par	   microscopie	   électronique	   à	  transmission,	  (2)	  étude	  de	  plusieurs	  marqueurs	  protéiques	  spécifiquement	  enrichis	  ou	  absents	  dans	  les	  exosomes	  par	  western	  blot,	  (3)	  flottation	  sur	  gradient	  de	  sucrose.	  Une	  meilleure	   purification	   des	   exosomes	   peut	   d’ailleurs	   être	   obtenue	   en	   récoltant	   des	  fractions	   de	   vésicules	   séparées	   en	   fonction	   de	   leur	   densité	   après	   flottation	   sur	   un	  gradient	   de	   sucrose,	   ou	   séparées	   en	   fonction	   de	   leur	   taille	   sur	   des	   colonnes	  chromatographie	  de	  filtration	  sur	  gel.	  Cependant,	  ces	  techniques	  ne	  permettent	  pas	  de	  séparer	   des	   populations	   de	   vésicules	   de	   tailles	   différentes	   lorsque	   celles-­‐ci	   sont	  comprises	   entre	   30	   et	   100	   nm,	   ou	   d’isoler	   différentes	   populations	   de	   vésicules	   qui	  auraient	   la	   même	   taille,	   ni	   des	   vésicules	   de	   densités	   variables	   mais	   proches.	   Ainsi,	  lorsque	  les	  culots	  d’exosomes	  sont	  analysés	  en	  microscopie	  électronique	  à	  transmission,	  une	   hétérogénéité	   dans	   la	   taille	   des	   vésicules	   est	   clairement	   observée	   et	   ce	   dans	  plusieurs	   types	   cellulaires	  :	  LB	   infectés	  par	   le	  virus	  EBV	   (Raposo	  et	  al.,	   1996),	   cellules	  dendritiques	  murines	   (Thery	   et	   al.,	   1999;	   Zitvogel	   et	   al.,	   1998),	   cellules	   tumorales	   in	  
vitro	   (Wolfers	   et	   al.,	   2001)	   ou	   in	   vivo	   (effusions	   tumorales)	   (Andre	   et	   al.,	   2002b).	   La	  recherche	  de	  certains	  marqueurs	  sur	  les	  vésicules	  du	  culot	  d’exosomes	  séparées	  sur	  un	  gradient	  de	  sucrose	  montre	  que	  différentes	  populations,	  plus	  ou	  moins	  enrichies	  dans	  les	  différents	  marqueurs,	  semblent	  exister	  (Escola	  et	  al.,	  1998).	  Différentes	  populations	  de	  vésicules	  présentant	  des	  tailles,	  des	  densités,	  mais	  aussi	  des	  compositions	  protéiques	  variables,	  composeraient	  donc	  les	  culots	  d’exosomes.	  	   Nous	   allons	   dans	   cette	   partie	   présenter	   les	   résultats	   que	   nous	   avons	   obtenus	  concernant	   les	   différentes	   populations	   de	   vésicules	   présentes	   dans	   les	   culots	  d’exosomes,	  par	  comparaison	  des	  exosomes	  sécrétés	  par	  les	  cellules	  4T1	  exprimant	  ou	  non	  la	  protéine	  Rab27a.	  	  	  
b)	  Résultats	  et	  discussion	  	   Les	  protéines	  Rab27a	   et	  Rab27b	   sont	   impliquées	  dans	   la	   voie	  de	   sécrétion	  des	  exosomes	  par	  les	  cellules	  humaines	  HeLa	  (Ostrowski	  et	  al.,	  2010).	  Dans	  cette	  partie	  de	  notre	   étude,	   nous	   avons	  utilisé	   l’inhibition	  de	   l’expression	  de	  Rab27a	   afin	  d’interférer	  avec	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  une	  lignée	  de	  cellules	  tumorales	  murines,	  les	  cellules	  4T1.	   Des	   lentivirus	   contenant	   une	   séquence	   codant	   un	   shRNA	   (short-­‐hairpin	   RNA)	  ciblant	   spécifiquement	   l’ARNm	   Rab27a	   ont	   été	   utilisés	   pour	   inhiber	   l’expression	   de	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Rab27a.	   Les	   cellules	   utilisées	   comme	   contrôle	   sont	   infectées	   avec	   des	   lentivirus	  contenant	  la	  séquence	  mélangée	  du	  shRNA	  spécifique	  de	  l’ARNm	  codant	  la	  GFP	  (ainsi,	  le	  shRNA	  formé	  ne	  cible	  aucune	  protéine	  murine).	  Un	  seul	  des	  cinq	  shRNA	  que	  nous	  avons	  testés	   afin	  d’inhiber	   l’expression	  de	  Rab27a	  nous	   a	  permis	  d’obtenir,	   dans	   les	   cellules	  4T1,	  une	  diminution	  spécifique	  de	   la	  quantité	  d’ARNm	  Rab27a	   sans	  modification	  de	   la	  quantité	  d’ARNm	  Rab27b	  (Article	  1,	  figure	  1A).	  L’inhibition	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  au	  niveau	  de	  la	  protéine	  a	  pu	  être	  confirmée	  par	  western	  blot	  (Article	  1,	  figure	  1B).	  	  	   Les	   exosomes	   sécrétés	   par	   les	   cellules	   contrôles	   (4T1-­‐Scr)	   et	   les	   cellules	  n’exprimant	   pas	   Rab27a	   (4T1-­‐sh27a)	   sont	   purifiés	   par	   ultracentrifugations	  différentielles.	   Les	   culots	   obtenus	   après	   les	   centrifugations	   de	   10.000xg	   (grosses	  vésicules)	  et	  de	  100.000xg	  (exosomes)	  sont	  analysés	  par	  western	  blot	  afin	  de	  détecter	  les	  différents	  marqueurs	  exosomaux	  (Article	  1,	  figure	  2).	  Comme	  cela	  a	  été	  décrit	  dans	  de	  nombreuses	  études,	  nous	  confirmons	  l’enrichissement	  de	  CD9,	  Mfge8,	  CD63,	  Tsg101	  et	   moins	   fortement	   de	   Hsc70	   dans	   les	   exosomes	   (Article	   1,	   figure	   2	   et	   figure	   2.2).	  L’inhibition	  d’expression	  de	  Rab27a	  dans	   les	   cellules	   4T1	   induit	   une	  diminution	  de	   la	  sécrétion	  de	  vésicules	  portant	  quatre	  de	  ces	  marqueurs	   :	  CD63,	  Alix,	  Hsc70	  et	  Tsg101.	  Ces	  résultats	  corrèlent	  avec	  ce	  qui	  a	  été	  observé	  dans	  la	  lignée	  cellulaire	  humaine	  HeLa.	  Ces	  quatre	  protéines	  sont	  classiquement	  localisées	  au	  niveau	  des	  endosomes	  tardifs	  et	  des	  corps	  multivésiculaires.	  Les	  vésicules	  qu’elles	  caractérisent	  semblent	  donc	  avoir	  une	  origine	   endosomale,	   ce	   qui	   correspond	   à	   la	   définition	   des	   exosomes.	   En	   revanche,	   la	  quantité	   des	  marqueurs	   CD9	   et	  Mfge8	   n’est	   pas	   diminuée	   dans	   les	   culots	   d’exosomes	  après	   l’inhibition	   de	   Rab27a.	   Or	   il	   faut	   noter	   que	   ces	   deux	   marqueurs	   ne	   sont	   pas	  caractéristiques	  de	  la	  voie	  d’endocytose	  comme	  le	  sont	  les	  précédents	  marqueurs	  cités.	  En	  effet,	  Mfge8	  est	  une	  protéine	  présente	  dans	  le	  cytoplasme,	  qui	  peut	  être	  associée	  à	  la	  membrane	  plasmique	  ou	  sécrétée	  dans	  le	  milieu	  extracellulaire	  et	  capable	  de	  s’associer	  aux	   phosphatidylsérines	   exposées	   à	   la	   surface	   des	   membranes	   cellulaires	   ou	  vésiculaires.	  L’étude	  par	  immunofluorescence	  de	  la	  localisation	  de	  CD9	  dans	  les	  cellules	  4T1	  montre	  qu’il	  est	   faiblement	  présent	  dans	   les	  compartiments	   intracellulaires	  et	  est	  plutôt	   localisé	   au	   sein	   de	   domaines	   spécifiques	   de	   la	  membrane	   plasmique	   (Article	   1,	  figure	  6).	  Cette	  observation	  s’oppose	  au	  marquage	   très	  majoritairement	   intracellulaire	  de	  CD63.	  Ainsi,	  CD9	  et	  Mfge8	  semblent	  pouvoir	   s’associer	  à	  d’autres	  vésicules	  en	  plus	  des	   exosomes,	   et	   plus	   particulièrement	   à	   des	   vésicules	   qui	   se	   formeraient	   par	  bourgeonnement	  de	   la	  membrane	  plasmique.	  Cette	  hypothèse	  est	   renforcée	  par	   le	   fait	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Figure 2.1 : Caractérisation des exosomes sécrétés par les cellules 4T1 Scr et 
4T1 sh27a après flottation sur un gradient de sucrose pendant 62 heures. 
20 µg d’exosomes produits par les cellules 4T1 exprimant (Scr) ou non (sh27a) Rab27a ont 
été mis à flotter sur un gradient de sucrose par ultracentrifugation pendant 62 heures. Le 
marqueur CD9 a pu être mis en évidence dans les culots d’exosomes provenant des deux 
types cellulaires, mais CD63 n’a pu être visualisé que dans les exosomes sécrétés par les 
cellules 4T1 Scr. 
Figure 2.2 : Caractérisation des 
exosomes sécrétés par les cellules 
4T1 Scr et 4T1 sh27a par western 
blot. 
10 µg et 3 µg d’exosomes produits par les 
cellules 4T1 exprimant (Scr) ou non 
(sh27a) Rab27a ont analysés par western 
blot afin de vérifier la présence des 
différents marqueurs d’exosomes : Alix, 
Hsc70, CD63, Tsg101 et CD9. 10 µg de 
lysats de chaque type cellulaire ont aussi 
été analysés afin de mettre en évidence 
l’enrichissement des différents marqueurs 
dans les exosomes. 
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que	  ces	  deux	  marqueurs	  sont	  aussi	  très	  enrichis	  dans	  les	  plus	  grosses	  vésicules	  du	  culot	  de	  centrifugation	  de	  10.000xg,	  classiquement	  appelées	  microvésicules	  et	  provenant	  de	  la	   membrane	   plasmique	   (Article	   1,	   figure	   5).	   La	   quantification	   des	   microvésicules	  sécrétées	   par	   les	   cellules	   exprimant	   ou	   non	   Rab27a	   montre	   que	   Rab27a	   n’est	   pas	  impliquée	  dans	  leur	  sécrétion	  (Article	  1,	  figure	  5).	  	   L’étude	  de	  la	  répartition	  des	  marqueurs	  CD9,	  CD63	  et	  Mfge8	  après	  flottation	  des	  culots	   d’exosomes	   sur	   un	   gradient	   de	   sucrose	   met	   en	   évidence	   l’enrichissement	  différentiel	  de	  ces	  trois	  marqueurs	  dans	  des	  vésicules	  de	  densités	  différentes	  (Article	  1,	  figure	  3).	  L’inhibition	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  n’induit	  pas	  une	  diminution	  généralisée	  de	  l’ensemble	  des	  vésicules	  sécrétées,	  mais	  inhibe	  plus	  particulièrement	  celles	  enrichies	  en	   Mfge8,	   CD63	   et	   CD9	   flottant	   à	   une	   densité	   de	   1,14	   g/mL	   ainsi	   que	   les	   vésicules	  enrichies	  en	  CD63	  ayant	  une	  densité	  apparente	  élevée	  (1,26	  à	  1,29	  g/mL).	  	  Les	  vésicules	  riches	  en	  CD9	  présentant	  elles	  aussi	  une	  densité	  apparente	  élevée	  sont	  en	  revanche	  peu	  affectées.	  Il	  a	  été	  montré	  par	  le	  groupe	  de	  W.	  Stoorvogel	  que	  le	  matériel	  (riche	  en	  CD9)	  présent	   après	   une	   ultracentrifugation	   de	   16	   heures	   dans	   les	   fractions	   de	   sucrose	   de	  densités	  élevées	  correspondaient	  en	  réalité	  à	  des	  vésicules	  flottant	  à	  une	  densité	  de	  1,15	  g/mL	   après	   une	   ultracentrifugation	   de	   62	   heures	   (Aalberts	   et	   al.,	   2012).	   Nous	   avons	  donc	  fait	  flotter	  20	  µg	  d’exosomes	  de	  4T1	  Scr	  et	  4T1	  sh27a	  dans	  un	  gradient	  de	  sucrose	  pendant	  62	  heures	  (figure	  2.1).	  Les	  marqueurs	  CD9	  et	  CD63	  ne	  sont	  alors	  plus	  détectés	  dans	  les	  fractions	  les	  plus	  denses,	  pour	  finalement	  n’être	  présents	  que	  dans	  les	  fractions	  d’une	  densité	  de	  1,11g/mL	  à	  1,17	  g/mL	  pour	  CD9,	  et	  de	  1,12	  à	  1,17	  g/mL	  pour	  CD63.	  A	  nouveau,	  nous	  pouvons	  constater	  que	   l’inhibition	  de	  Rab27a	  conduit	  à	  une	  diminution	  de	   la	   sécrétion	  des	  vésicules	   flottant	  à	  une	  densité	  de	  1,14	  et	  1,15	  g/mL.	  Or,	   ces	  deux	  fractions	  sont	  les	  plus	  riches	  en	  CD63.	  Ainsi,	  les	  cellules	  4T1	  sh27a	  ne	  sécrètent	  plus	  les	  vésicules	   flottant	   à	  une	  densité	  de	  1,14-­‐1,15	  g/mL	  enrichies	   en	  CD63	  et	   en	  CD9,	  mais	  sécrètent	  toujours	  les	  vésicules	  d’une	  densité	  de	  1,11	  et	  1,17	  g/mL	  pauvres	  en	  CD63	  et	  riches	   en	   CD9.	   Ces	   résultats	   corrèlent	   avec	   les	   différences	   de	   comportement	   des	  marqueurs	  CD9	  et	  CD63	  observées	   lors	  des	  expériences	  de	  quantification	  de	  sécrétion	  par	  western	   blot	   (Article	   1,	   figure	   2).	   Le	  marqueur	   CD63	  n’a	   pu	   être	   détecté	   dans	   les	  exosomes	  sécrétés	  par	  les	  cellules	  4T1	  sh27a	  lors	  de	  cette	  expérience	  de	  flottation	  sur	  gradient	  de	  sucrose.	  Lorsque	  10	  µg	  et	  3	  µg	  d’exosomes	  sécrétés	  par	  les	  cellules	  4T1	  Scr	  et	   les	   cellules	   4T1	   sh27a	   ont	   été	   analysés	   par	  western	   blot,	   nous	   avons	   pu	   révéler	   la	  présence	  des	  marqueurs	  CD63	  et	  CD9,	  mais	  aussi	  Alix,	  Hsc70,	  et	  Tsg101	  dans	  les	  deux	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cas	   et	   en	   quantités	   comparables	   (figure	   2.2).	   Ainsi,	   la	   plus	   faible	   détection	   des	  marqueurs	   endosomaux	   observée	   dans	   les	   expériences	   de	   quantification	   de	   sécrétion	  par	  western	  blot	  (dépôt	  de	  la	  quantité	  d’exosomes	  sécrétée	  par	  15.106	  cellules)	  ou	  dans	  les	   expériences	   de	   flottation	   sur	   gradient	   de	   sucrose,	   n’est	   pas	   due	   à	   un	   défaut	  d’incorporation	  de	   ces	  protéines	  dans	   les	  exosomes,	  mais	  bien	  à	  une	  diminution	  de	   la	  sécrétion	  des	  vésicules	  enrichies	  en	  ces	  différents	  marqueurs.	  Enfin,	   par	   microscopie	   électronique,	   nous	   avons	   mis	   en	   évidence	   le	   rôle	   de	  Rab27a	  dans	  la	  sécrétion	  des	  vésicules	  d’un	  diamètre	  supérieur	  à	  50	  nm	  (et	  inférieur	  à	  200	  nm)	  mais	  pas	  dans	  la	  sécrétion	  des	  plus	  petites	  vésicules	  (Article	  1,	  figure	  4).	  Ainsi	  les	  vésicules	  de	  petite	  taille	  (30-­‐50	  nm)	  sont	  sécrétées	  selon	  un	  mécanisme	  indépendant	  de	  Rab27a.	  D’autre	  part,	  le	  nombre	  de	  molécules	  de	  CD9	  détectées	  par	  vésicule	  n’est	  pas	  dépendant	   de	   leur	   taille,	   indiquant	   que	   les	   plus	   petites	   vésicules	   pourraient	   être	  proportionnellement	  plus	  riches	  en	  CD9.	  Les	  conclusions	  de	  ce	  travail	  sont	  les	  suivantes	  :	  	  (1)	   Il	   existe	   différentes	   populations	   de	   vésicules	   co-­‐purifiées	   par	   le	   protocole	  classiquement	   utilisé	   d’ultracentrifugations.	   Certaines	   de	   ces	   vésicules	   sont	   sécrétées	  selon	  un	  mécanisme	  dépendant	  de	  Rab27a	  et	  semblent	  correspondre	  à	  la	  définition	  des	  exosomes	  :	  densité	  1,14-­‐1,15	  g/mL,	  50	  à	  100	  nm	  de	  diamètre,	  enrichissement	  en	  CD63,	  CD9,	  Tg101,	  Alix,	  Mfge8	  et	  plus	  faiblement	  en	  Hsc70.	  En	  revanche	  d’autres	  vésicules	  co-­‐purifiées	  avec	  les	  exosomes	  sont	  produites	  selon	  un	  mécanisme	  indépendant	  de	  Rab27a	  et	  présentent	   les	  caractéristiques	  suivantes	  :	  densité	  1,11	  et	  1,17	  g/mL	  (centrifugation	  de	  62	  heures	  sur	  le	  gradient	  de	  sucrose),	  taille	  comprise	  entre	  30	  et	  50	  nm	  de	  diamètre,	  enrichissement	  faible	  en	  CD63	  mais	  fort	  en	  CD9	  et	  Mfge8.	  Ces	  dernières	  pourraient	  ainsi	  provenir	  d’une	  sécrétion	  par	  bourgeonnement	  depuis	   la	  membrane	  plasmique	  ou	  bien	  d’un	  autre	  type	  de	  compartiments	  intracellulaires.	  (2)	   Les	   marqueurs	   CD9	   et	   Mfge8	   sont	   nettement	   enrichis	   dans	   des	   vésicules	   très	  hétérogènes	  et	  autres	  que	  les	  exosomes,	  dont	  les	  microvésicules	  de	  plus	  grosses	  tailles	  qui	   précipitent	   lors	   de	   l’ultracentrifugation	   de	   10.000xg.	   Ils	   ne	   peuvent	   donc	   pas	   être	  considérés	  comme	  des	  bons	  marqueurs	  d’exosomes.	  	   Ces	  résultats	  sont	  décrits	  en	  détails	  dans	  l’article	  1	  «	  Diverse	  subpopulations	  of	  vesicles	   secreted	   by	   different	   intracellular	   mechanisms	   are	   present	   in	   exosomes	  preparations	   obtained	   by	   differential	   ultracentrifugation	  »	   publié	   dans	   Journal	   of	  
extracellular	  vesicles	  ci-­‐après.	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B-­‐	  LES	  EXOSOMES	  DANS	  LA	  REPONSE	  IMMUNITAIRE	  TUMORALE	  :	  
modèles	  de	  carcinomes	  mammaires	  murins	  (Article	  2)	  	  Résumé	  	   Ayant	   confirmé	   le	   rôle	   de	   la	   protéine	   Rab27a	   dans	   la	   sécrétion	   de	   vésicules	  correspondant	   aux	   exosomes	   dans	   un	   modèle	   murin,	   nous	   avons	   choisi	   d’utiliser	  l’inhibition	   de	   Rab27a	   comme	   outil	   pour	   affecter	   la	   production	   des	   exosomes	   par	   les	  tumeurs	   in	   vivo	   afin	   d’étudier	   leurs	   fonctions	   dans	   le	   développement	   tumoral.	   Nous	  avons	   toutefois	  observé	  que	  Rab27a	  n’était	  pas	  spécifiquement	   impliquée	  dans	   la	  voie	  sécrétion	  des	  exosomes,	  mais	  participait	  aussi	  à	  la	  sécrétion	  régulée	  de	  certains	  facteurs	  solubles.	  Des	  expériences	  complémentaires	  ont	  donc	  dû	  être	   réalisées	  pour	  distinguer	  les	   fonctions	   des	   exosomes	   et	   des	   cytokines.	   Nous	   avons	   montré	   que	   les	   tumeurs	  n’exprimant	   par	   Rab27a	   ont	   une	   croissance	   ralentie,	   ont	   une	   capacité	   métastatique	  réduite	  et	  induisent	  une	  réponse	  immunitaire	  différente	  de	  celle	  induite	  par	  les	  tumeurs	  sauvages.	   Les	   résultats	   obtenus	   in	   vitro	   nous	   ont	   amenés	   à	   poser	   l’hypothèse	   que	   les	  exosomes,	  en	  coordination	  avec	  les	  facteurs	  solubles	  libérés	  par	  la	  tumeur,	  participaient	  à	  la	  modulation	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  tumorale.	  Le	  rôle	  pro-­‐tumoral	  des	  exosomes	  produits	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   n’a	   pas	   été	   retrouvé	   dans	   un	   autre	  modèle	  tumoral,	   probablement	   en	   raison	   de	   différences	   de	   sécrétion	   à	   la	   fois	   des	   facteurs	  solubles	  et	  des	  exosomes.	  Ce	  résultat	  montre	  que	  le	  rôle	  pro-­‐tumoral	  de	  Rab27a	  ne	  peut	  pas	  être	  généralisé	  à	   toutes	   les	   tumeurs	  et	  souligne	   les	  différentes	  stratégies	  mises	  en	  place	  par	  les	  tumeurs	  pour	  se	  développer.	  Allant	  dans	  ce	  sens,	  les	  données	  d’expression	  de	   RAB27A	   chez	   l’Homme,	   dans	   des	   biopsies	   de	   cancer	   du	   sein,	   montrent	   une	  surexpression	  de	  cette	  protéine	  plus	  particulièrement	  dans	  certains	  types	  de	  tumeurs.	  	  	  
a)	  Introduction	  	   Comme	   nous	   en	   avons	   discuté	   en	   introduction	   de	   cette	   thèse,	   les	   exosomes	  tumoraux	   purifiés	   à	   partir	   de	   milieux	   de	   culture	   ou	   de	   liquides	   biologiques	   peuvent	  porter	  différentes	  protéines	  ou	  peptides	  qui	   leur	  permettent	  de	  moduler	   les	   réponses	  immunitaires	   in	   vitro	   et	   in	   vivo.	   Cependant,	   le	   rôle	   que	   jouent	   les	   exosomes	   lorsqu’ils	  sont	   sécrétés	   in	   vivo,	   c’est	   à	   dire	   lorsqu’ils	   sont	   présents	   à	   une	   concentration	  physiologique	  et	  avec	  une	  composition	  particulière	  pouvant	  éventuellement	  évoluer	  au	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cours	   du	   temps,	   n’est	   pas	   connu.	   Quels	   rôles	   jouent	   les	   exosomes	   produits	   par	   les	  tumeurs	   in	  vivo	  dans	   la	  croissance	  tumorale	  et	   la	  réponse	   immunitaire	  tumorale	  ?	  Afin	  de	   répondre	   à	   ces	   questions	   nous	   avons	   inhibé	   leur	   sécrétion	   dans	   deux	   lignées	  tumorales	  murines,	   les	   carcinomes	  mammaires	   4T1	   et	  TS/A,	   en	  bloquant	   l’expression	  des	   protéines	   Rab27a	   et	   Rab27b.	   En	   réalité,	   seule	   Rab27a	   est	   impliquée	   dans	   la	  sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   lignées	   tumorales	   murines.	   Nous	   avons	   comparé	   la	  croissance	   et	   la	   capacité	   métastatique	   des	   tumeurs	   sécrétant	   ou	   ne	   sécrétant	   pas	  d’exosomes	  (exprimant	  ou	  n’exprimant	  pas	  Rab27a	  respectivement)	  in	  vivo	  dans	  souris	  Balb/c.	  La	  réponse	  immunitaire	  tumorale	  induite	  a	  aussi	  été	  analysée.	  Nous	  allons	  dans	  cette	   partie	   décrire	   ces	   résultats,	   discuter	   de	   la	   spécificité	   de	   Rab27a	   pour	   la	   voie	   de	  sécrétion	   des	   exosomes,	   et	   enfin	   nous	   allons	   donner	   quelques	   éléments	   sur	   le	  mécanisme	   par	   lequel	   Rab27a	   et	   les	   exosomes	   jouent	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral	   dans	   les	  tumeurs	  4T1	  mais	  pas	  dans	  les	  tumeurs	  TS/A.	  	  	  
b)	  Résultats	  et	  discussion	  	   Dans	   un	   premier	   temps,	   nous	   avons	   évalué	   l’expression	   des	   gènes	   Rab27a	   et	  
Rab27b	   dans	   différentes	   lignées	   tumorales	   murines	   (Article	   2,	   figure	   1A	   et	   B).	   Nous	  avons	   constaté,	   comme	   cela	   était	   décrit	   dans	   la	   littérature,	   différents	   profils	  d’expression	   en	   fonction	   du	   type	   cellulaire	   considéré.	   Par	   exemple,	   les	   cellules	   de	  mélanome	  B16F10	  expriment	  Rab27a	  en	  très	  grande	  quantité	  (ARNm	  et	  protéine)	  mais	  n’expriment	   pas	   Rab27b,	   ce	   qui	   corrèle	   avec	   le	   rôle	   essentiel	   de	   Rab27a	   pour	   le	  fonctionnement	  des	  mélanocytes.	  Deux	  carcinomes	  mammaires,	  4T1	  et	  TS/A,	  expriment	  des	  niveaux	  équivalents	  et	  relativement	  élevés	  de	  chacune	  des	  deux	  isoformes.	  Dans	  les	  cellules	   du	   fibrosarcome	  MCA,	   les	   quantités	   d’ARNm	  de	  Rab27a	   et	  Rab27b	   sont	   aussi	  similaires	   mais	   plus	   faibles	   que	   dans	   les	   carcinomes	   mammaires.	   Enfin	   la	   lignée	   de	  tumeur	   de	   vessie	   MB49,	   exprime	   plus	   fortement	   Rab27b	   que	   Rab27a.	   Le	   profil	  d’expression	   obtenu	   dans	   4T1	   et	   TS/A	   étant	   le	   plus	   proche	   de	   celui	   observé	   dans	   les	  cellules	  HeLa	  utilisées	  pour	  démontrer	   le	   rôle	  de	  ces	  deux	  protéines	  dans	   la	   sécrétion	  des	  exosomes,	  nous	  avons	  décidé	  de	  continuer	  l’étude	  avec	  ces	  deux	  lignées	  cellulaires.	  	   Cinq	  shRNA	  ont	  été	  testés	  pour	  inhiber	  l’expression	  des	  gènes	  Rab27a	  et	  Rab27b,	  et	  un	  seul	  à	  chaque	  fois	  nous	  a	  permis	  d’obtenir	  une	  inhibition	  spécifique	  de	  l’expression	  de	  l’isoforme	  considérée	  sans	  modification	  de	  l’expression	  de	  l’autre	  isoforme	  dans	  les	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cellules	   4T1	   et	   TS/A	   (Article	   2,	   figure	   1C	   et	   D).	   Nous	   avons	   évalué	   la	   sécrétion	   des	  exosomes	  par	   les	   cellules	  TS/A	  ou	  4T1	  exprimant	  un	  shRNA	  contrôle	   (Scr),	  un	  shRNA	  spécifique	   de	   Rab27a	   (sh27a)	   ou	   un	   shRNA	   spécifique	   de	   Rab27b	   (sh27b).	   Après	  purification	  des	  exosomes,	  nous	  avons	  quantifié	   les	  protéines	  exosomales	   totales	  ainsi	  que	  les	  différents	  marqueurs	  exosomaux	  CD63,	  Hsc70,	  Tsg101	  et	  Alix	  (Article	  2,	   figure	  2).	   Nous	   avons	   mis	   en	   évidence	   une	   diminution	   de	   50	   à	   70%	   de	   la	   sécrétion	   des	  exosomes	  par	  les	  cellules	  4T1	  et	  TS/A	  n’exprimant	  pas	  Rab27a.	  En	  revanche,	  l’inhibition	  de	  l’expression	  de	  Rab27b	  n’a	  affecté	  de	  façon	  reproductible	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  dans	  aucune	  des	  deux	  lignées.	  Par	  ailleurs,	  nous	  pouvons	  remarquer	  ici	  que	  les	  cellules	  TS/A	  produisent	   deux	   fois	  moins	   d’exosomes	  que	   les	   cellules	   4T1,	   soit	   autant	   que	   les	  cellules	  4T1-­‐sh27a	  	  (Article	  2,	  figure	  2A).	  	   Nous	  avons	  alors	  étudié	  la	  croissance	  des	  tumeurs	  4T1	  et	  TS/A	  exprimant	  ou	  non	  la	  protéine	  Rab27a.	  Aucune	  différence	  de	  croissance	  n’a	  été	  observée	  suite	  à	  l’inhibition	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  dans	  les	  tumeurs	  TS/A	  (Article	  2,	  figure	  3A).	  En	  revanche,	  les	  tumeurs	  4T1-­‐sh27a	  ont	  une	  croissance	  très	  ralentie	  par	  rapport	  aux	  tumeurs	  contrôles	  4T1-­‐Scr	   (Article	  2,	   figure	  3B).	  Ceci	  n’est	  pas	  dû	  à	  un	  défaut	  de	  prolifération	  causé	  par	  l’inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a	   puisque	   les	   cellules	   4T1-­‐Scr	   et	   4T1-­‐sh27a	  prolifèrent	  à	  la	  même	  vitesse	  in	  vitro	  (Article	  2,	  figure	  S2).	  La	  capacité	  des	  cellules	  4T1-­‐sh27a	  à	  former	  des	  métastases	  dans	  les	  poumons,	  que	  ce	  soit	  depuis	  la	  tumeur	  primaire	  ou	   après	   injection	   intraveineuse	   est	   elle	   aussi	   diminuée.	   Il	   semble	   donc	   que	   Rab27a	  confère	   aux	   tumeurs	   4T1	   un	   avantage	   nécessaire	   à	   leur	   croissance	   et	   à	   leur	   capacité	  métastatique,	  ce	  qui	  n’est	  pas	  le	  cas	  pour	  les	  tumeurs	  TS/A.	  	   La	   réponse	   immunitaire	   tumorale	   induite	   par	   les	   deux	   types	   de	   tumeurs	   a	   été	  étudiée,	  au	  niveau	  systémique	  (rate)	  et	  local	  (dans	  la	  tumeur)	  (Article	  2,	  figure	  4).	  Nous	  avons	   constaté	   que	   les	   tumeurs	   4T1,	   mais	   pas	   les	   tumeurs	   TS/A,	   induisent	   une	  accumulation	   très	   importante	  des	  cellules	  myéloïdes	  exprimant	   les	  marqueurs	  CD11b,	  Ly6G	   et	   Ly6C,	   marqueurs	   caractéristiques	   des	   neutrophiles	   et	   des	   cellules	   myéloïdes	  suppressives.	   Cette	   accumulation	   est	   très	   importante	   au	   sein	  même	  des	   tumeurs	  :	   ces	  cellules	  représentent	  environ	  70%	  des	  cellules	  immunitaires	  intra-­‐tumorales	  (Article	  2,	  figure	  4B),	  mais	   elle	   est	   aussi	   visible	  dans	   la	   rate	   et	   le	   sang	   (Article	  2,	   figure	  4D).	  Ces	  cellules	   CD11b+/Ly6G+/Ly6C+	   ne	   s’accumulent	   pas	   dans	   les	   tumeurs	   TS/A	   (environ	  10%	  des	  cellules	  immunitaires	  infiltrant	  la	  tumeur),	  et	  on	  y	  retrouve	  plus	  de	  LT	  CD4+,	  LT	  CD8+,	  lymphocytes	  NK	  et	  des	  macrophages	  (Ly6C+/Ly6G-­‐)	  (Article	  2,	  figure	  4C).	  Les	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tumeurs	   4T1	   n’exprimant	   pas	   Rab27a	   induisent	   une	   accumulation	   significativement	  plus	   faible	   des	   cellules	   CD11b+/Ly6G+/C+	   (20%	   des	   cellules	   immunitaires	   intra-­‐tumorales).	  Ceci	  ne	  peut	   être	  expliqué	   simplement	  par	   la	  différence	  de	   taille	   entre	   les	  tumeurs	  4T1-­‐Scr	  et	   les	  tumeurs	  4T1-­‐sh27a,	  puisque	  si	   l’on	  compare	  des	  tumeurs	  4T1-­‐Scr	   et	   4T1-­‐sh27a	   de	   mêmes	   tailles,	   la	   différence	   d’accumulation	   des	   cellules	  CD11b+/Ly6G+/C+	   reste	   vraie	   (Article	   2,	   figure	   4B,	   graphique	   de	   droite).	   Aucune	  différence	  d’infiltrat	   immunitaire	  n’a	  pu	  être	  mise	  en	  évidence	  entre	   les	  tumeurs	  TS/A	  qui	  expriment	  ou	  n’expriment	  pas	  Rab27a.	  Il	  semble	  donc	  que	  les	  tumeurs	  4T1	  induisent	  un	  microenvironnement	   immunitaire	  différent	  de	  celui	  des	   tumeurs	  TS/A,	  dans	   lequel	  l’accumulation	  de	   la	  population	  CD11b+/Ly6G+/C+	  participerait	  à	   la	  croissance	  et	  à	   la	  capacité	  métastatique	  de	   ces	   tumeurs.	   Le	   recrutement	  de	   ces	   cellules	  par	   les	   tumeurs	  4T1	   serait	   alors	  dépendant	  de	   l’expression	  de	  Rab27a.	   Les	   tumeurs	  4T1	   sont	  décrites	  comme	   étant	   peu	   immunogènes	   alors	   que	   les	   tumeurs	   TS/A	   sont	   immunogènes	  (Rakhmilevich	   et	   al.,	   2000).	   Le	   recrutement	   des	   neutrophiles/cellules	   myéloïdes	  suppressives	   pourrait	   ainsi	   participer	   à	   la	   faible	   immunogénicité	   des	   tumeurs	   4T1	   en	  favorisant	   un	   microenvironnement	   tumoral	   immunosuppresseur.	   Les	   tumeurs	   TS/A	  développent	   certainement	   d’autres	  mécanismes	   de	   croissance	   ne	   passant	   pas	   par	   une	  diminution	  de	  leur	  immunogénicité.	  	  	   Les	   fonctions	   des	   exosomes	   de	   4T1	   et	   de	   TS/A	   ont	   été	   testées	   dans	   plusieurs	  études	   auparavant,	   in	   vitro	   et	   in	   vivo,	   à	   partir	   des	   culots	   d’exosomes	   purifiés	   et	  concentrés	   (Liu	   et	   al.,	   2006).	   Aucune	   différence	   fonctionnelle	   n’avait	   été	   mise	   en	  évidence.	  Ainsi,	  le	  fait	  que	  seule	  la	  croissance	  des	  tumeurs	  4T1	  soit	  modifiée,	  alors	  que	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  est	  bien	  inhibée	  dans	  les	  deux	  types	  cellulaires,	  semble	  indiquer	  qu’un	   mécanisme	   indépendant	   des	   exosomes	   pourrait	   être	   impliqué	   ici.	   Nous	   avons	  donc	   supposé	   que	   d’autres	   types	   de	   sécrétions	   pouvaient	   avoir	   été	   affectés	   par	  l’inhibition	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  et	  être	  à	  l’origine	  des	  discordances	  entre	  les	  deux	  modèles.	   Afin	   de	   vérifier	   cela,	   nous	   avons	   évalué	   la	   sécrétion	   de	   144	   protéines	  différentes	  par	  les	  cellules	  4T1	  et	  TS/A	  exprimant	  ou	  non	  Rab27a.	  Nous	  avons	  détecté	  la	  sécrétion	  de	  23	  protéines	  par	  les	  cellules	  4T1	  et/ou	  TS/A.	  La	  première	  observation	  est	  que	  les	  deux	  types	  cellulaires	  ne	  produisent	  pas	  les	  mêmes	  facteurs	  solubles	  ou	  pas	  dans	  les	   mêmes	   quantités	   (Article	   2,	   figure	   5A).	   Ainsi,	   les	   cellules	   4T1	   sécrètent	   le	   G-­‐CSF	  (Csf3),	  MIP3α	   (Ccl20)	   et	  Cxcl16	   en	   très	   grandes	  quantités,	   alors	  que	   les	   cellules	  TS/A	  n’en	   produisent	   presque	   pas.	   Les	   deux	   types	   cellulaires	   produisent	  MCP1	   (Ccl2)	   dans	  
	   97	  
des	   quantités	   similaires.	   Enfin,	   RANTES	   (Ccl5)	   et	   KC	   (Cxcl1)	   sont	   fortement	   secrétées	  par	   les	   cellules	   des	   TS/A	   et	   sont	   produits	   en	   moindres	   quantités	   par	   les	   4T1.	   Ces	  protéines	   sécrétées	   ne	   sont	   pas	   contenues	   dans	   les	   exosomes	   (Article	   2,	   figure	   5B).	  L’inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a	   dans	   les	   cellules	   4T1	   et	   TS/A	   a	   induit	   une	  modification	  de	  la	  sécrétion	  de	  plusieurs	  de	  ces	  facteurs	  solubles.	  De	  façon	  intéressante,	  cela	  a	  eu	  pour	  conséquence	  d’augmenter	  et	  non	  de	  diminuer	  la	  sécrétion	  de	  G-­‐CSF,	  KC,	  MIP3α	  et	  MCP1.	  Seule	  la	  sécrétion	  de	  RANTES	  est	  diminuée	  en	  l’absence	  de	  Rab27a	  et	  celle	   de	   Cxcl16	   n’est	   pas	   affectée.	   Rab27a	   est	   donc	   aussi	   impliquée	   dans	   les	   voies	   de	  sécrétion	  de	  certaines	  cytokines	  et	  facteurs	  de	  croissance.	  Etant	  donné	  les	  rôles	  connus	  de	  Rab27a	  dans	  les	  sécrétions	  régulées,	  nous	  pouvons	  supposer	  que	  Rab27a	  participe	  à	  la	   sécrétion	   régulée	  de	   certaines	   chimiokines	  par	   les	   cellules	   tumorales	  en	   inhibant	   la	  fusion	  des	  vésicules	  contenant	  ces	  protéines	  (dans	  l’attente	  d’un	  signal	  de	  sécrétion).	  	   Certaines	   des	   cytokines	   sécrétées	   sont	   connues	   pour	   jouer	   un	   rôle	   dans	   la	  prolifération,	   la	   différenciation	   et/ou	   l’activation	   des	   neutrophiles	   et	   des	   cellules	  myéloïdes	   suppressives	  :	  KC,	  G-­‐CSF	   et	  MCP1.	  Nous	   avons	   ainsi	   voulu	   vérifier	   si	   seules	  ces	  cytokines	  étaient	  responsables	  des	  modulations	  immunologiques	  observées	  lors	  de	  l’inhibition	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  ou	  si	  les	  exosomes	  y	  participaient	  aussi.	  Pour	  cela,	  nous	  avons	  mis	  en	  culture	  les	  cellules	  de	  moelle	  osseuse	  de	  souris	  en	  présence	  (1)	  des	  milieux	  conditionnés	  complets	  par	  des	  cellules	  4T1	  et	  TS/A,	  exprimant	  ou	  non	  Rab27a,	  ou	  (2)	  des	  milieux	  conditionnés	  déplétés	  d’exosomes.	  Les	  milieux	  conditionnés	  par	   les	  cellules	  4T1	  promeuvent	   la	  survie	  et/ou	  la	  prolifération	  des	  cellules	  myéloïdes,	  ce	  que	  ne	  font	  presque	  pas	  milieux	  conditionnés	  par	  les	  cellules	  TS/A	  (Article	  2,	  figure	  6A).	  Cela	  semble	  correspondre	  à	   l’effet	   connu	  du	  G-­‐GSF,	   facteur	  de	  croissance	  des	  granulocytes,	  produit	  en	  très	  grande	  quantité	  par	  les	  cellules	  4T1	  mais	  pas	  par	  les	  TS/A.	  D’autre	  part,	  les	  cellules	  exprimant	  les	  marqueurs	  CD11b,	  Ly6G	  et	  Ly6C	  sont	  présentes	  en	  plus	  forte	  proportion	  dans	  les	  cultures	  incubées	  pendant	  7	  jours	  avec	  les	  surnageants	  4T1-­‐Scr	  que	  dans	  les	  cultures	  incubées	  avec	  les	  surnageants	  TS/A	  (Article	  2,	  figure	  6B).	  Du	  point	  de	  vue	   des	  marqueurs	   exprimés,	   cette	   population	   est	   semblable	   à	   celle	   observée	   in	   vivo	  dans	  les	  souris	  portant	  les	  tumeurs	  4T1-­‐Scr.	  L’inhibition	  de	  Rab27a	  dans	  les	  cellules	  4T1	  réduit	   la	  capacité	  de	  ces	  cellules	  à	  promouvoir	   la	  population	  CD11b+/Ly6G+/Ly6C+	   in	  
vitro	  (Article	  2,	  figure	  6B	  et	  C).	  Ceci	  corrèle	  à	  nouveau	  avec	  les	  résultats	  obtenus	  in	  vivo.	  De	  plus,	  la	  déplétion	  des	  exosomes	  des	  milieux	  conditionnés	  de	  cellules	  4T1-­‐Scr	  inhibe	  la	   promotion	   des	   cellules	   CD11b+/Ly6G+/Ly6C+,	   et	   l’effet	   peut	   être	   restauré	   par	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complémentation	   de	   ces	   milieux	   déplétés	   avec	   des	   exosomes	   de	   4T1-­‐Scr.	   Ainsi,	   les	  cytokines	  sécrétées	  par	  les	  cellules	  4T1	  ont	  un	  effet	  sur	  la	  survie	  et/ou	  la	  multiplication	  des	  cellules	  immunes	  en	  culture,	  et	  la	  présence	  des	  exosomes	  semble	  être	  nécessaire	  à	  une	   induction	   augmentée	   (survie	   et/ou	   différenciation)	   des	   cellules	   de	   type	  neutrophiles	   ou	   myéloïdes	   suppressives.	   Les	   exosomes	   sécrétés	   par	   les	   cellules	   4T1	  participent	   donc	   à	   la	   modulation	   des	   populations	   immunitaires	   in	   vitro,	   et	   nous	  supposons	   qu’ils	   pourraient	   aussi	   participer	   à	   la	  modulation	   du	  microenvironnement	  tumoral	   immunitaire	   in	   vivo,	   favorisant	   l’accumulation	   de	   neutrophiles/cellules	  myéloïdes	   suppressives	   jouant	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral.	   Nous	   supposons	   que	   les	   milieux	  conditionnés	  par	  les	  cellules	  TS/A	  n’ont	  pas	  le	  même	  effet	  sur	  la	  survie	  et	  différenciation	  des	   cellules	   de	   la	  moelle	   osseuse	   car	  :	   (1)	   les	   cytokines	   produites	   sont	   différentes	   (et	  notamment,	  ces	  cellules	  produisent	  très	  peu	  de	  G-­‐CSF)	  et	  (2)	  les	  TS/A	  produisent	  deux	  fois	  moins	   d’exosomes	   que	   les	   4T1-­‐Scr	   et	   autant	   que	   les	   4T1-­‐sh27a	   qui	   n’ont	   plus	   la	  capacité	  des	  4T1-­‐Scr	  à	  induire	  les	  neutrophiles/MDSCs.	  	   Afin	   de	   savoir	   si	   les	   protéines	   RAB27A	   et	   RAB27B	   pouvaient	   être	   impliquées	  dans	  le	  développement	  des	  cancers	  chez	  l’Homme,	  nous	  avons	  analysé	  l’expression	  des	  gènes	  RAB27A	  et	  RAB27B	  à	   l’aide	  de	  puces	  Affymetrix	  dans	  des	  biopsies	  de	  cancers	  du	  sein	   réalisées	   à	   l’Institut	   Curie,	   et	   à	   partir	   d’une	   banque	   publique	   de	   données	  d’expression.	   Les	   résultats	   montrent	   une	   expression	   augmentée	   de	   RAB27A	   dans	   les	  tumeurs	   par	   rapport	   aux	   tissus	   sains,	   et	   cette	   surexpression	   est	   encore	   plus	  marquée	  dans	  les	  tumeurs	  aux	  stades	  les	  plus	  avancés	  (grades	  2	  et	  3	  de	  Elston-­‐Ellis).	  De	  même,	  les	   tumeurs	   négatives	   pour	   l’expression	   du	   récepteur	   muté	   à	   l’EGF	   (HER2)	   et	   du	  récepteur	   aux	   estrogènes	   (ER),	   qui	   correspondent	   pour	   beaucoup	   à	   des	   tumeurs	   d’un	  stade	  avancé,	  sont	  celles	  exprimant	  le	  plus	  fortement	  RAB27A.	  Si	  l’expression	  de	  RAB27B	  est	   aussi	   augmentée	   dans	   certaines	   tumeurs	   par	   rapport	   aux	   tissus	   sains,	   elle	   semble	  l’être	  principalement	  dans	  les	  tumeurs	  de	  plus	  faible	  grade	  (grade	  1	  de	  Elston-­‐Ellis)	  et	  exprimant	  au	  moins	  l’un	  des	  deux	  types	  de	  récepteurs	  HER2	  ou	  ER.	  	   L’ensemble	  de	  ces	  résultats	  est	  détaillé	  dans	  l’article	  «	  The	  small	  GTPase	  Rab27a	  can	   promote	   tumor	   progression	   by	   modifying	   the	   tumor	   microenvironment	  »,	  actuellement	  en	  révision	  pour	  Cancer	  Research.	  	  Les	  conclusions	  de	  ce	  travail	  sont	  les	  suivantes	  :	  	  (1)	  Rab27a	  mais	  pas	  Rab27b	  est	  impliquée	  dans	  la	  voie	  de	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  les	   cellules	   tumorales	  murines.	   Ce	   rôle	   n’est	   cependant	   pas	   spécifique	   des	   exosomes,	  
	   99	  
l’inhibition	  de	   l’expression	  de	  Rab27a	  induisant	  des	  modifications	  dans	   la	  sécrétion	  de	  plusieurs	  facteurs	  solubles.	  (2)	   Rab27a	   peut	   jouer	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral	   dans	   certains	   types	   de	   tumeurs,	   et	  notamment	   ici	   dans	   le	  modèle	  de	   carcinome	  mammaire	  4T1	  mais	  pas	  dans	   le	  modèle	  TS/A.	  Ces	  deux	  modèles	  se	  développent	  dans	  un	  microenvironnement	  tumoral	  différent,	  au	  moins	  du	  point	  de	  vue	  immunitaire.	  Les	  tumeurs	  TS/A	  sont	  immunogènes,	  alors	  que	  les	  tumeurs	  4T1	  ne	  le	  sont	  que	  faiblement	  (Rakhmilevich	  et	  al.,	  2000)	  et	  dans	  nos	  mains,	  les	  tumeurs	  4T1	  métastatiques	  semblaient	  plus	  «	  agressives	  »	  que	  les	  tumeurs	  TS/A	  qui	  sont	   incapables	   d’induire	   des	  métastases	   (données	   non	   présentées).	   Il	   n’est	   donc	   pas	  surprenant	   qu’elles	   n’utilisent	   pas	   les	   mêmes	   mécanismes	   pour	   permettre	   leur	  développement.	  Cette	  dernière	  observation	  corrèlerait	  avec	  ce	  que	  nous	  avons	  observé	  chez	  l’Homme	  par	  analyse	  de	  l’expression	  de	  RAB27A	  dans	  les	  cancers	  du	  sein	  :	  le	  gène	  
RAB27A	  est	  le	  plus	  fortement	  surexprimé	  dans	  les	  cancers	  des	  grades	  les	  plus	  avancés	  et	  de	  plus	  mauvais	  pronostique	  (ER-­‐	  HER2-­‐).	  Il	  semble	  que	  chez	  l’Homme,	  comme	  chez	  la	  souris,	  Rab27a	  puisse	   jouer	  un	   rôle	  pro-­‐tumoral	  dans	   certaines	   tumeurs	  mais	  pas	   (ou	  moins)	  dans	  d’autres.	  (3)	  L’expression	  de	  Rab27a	  par	  les	  cellules	  4T1	  semble	  être	  nécessaire	  à	  la	  modulation	  de	   la	   réponse	   immunitaire	   tumorale,	   et	   plus	   particulièrement	   à	   l’accumulation	  systémique	  et	  locale	  de	  neutrophiles/cellules	  myéloïdes	  suppressives.	  Il	  se	  pourrait	  que	  ce	   soit	   par	   cette	   action	   sur	   le	   système	   immunitaire	   que	   Rab27a	   exerce	   son	   rôle	   pro-­‐tumoral	  de	  promotion	  de	  la	  croissance	  et	  de	  la	  dissémination	  métastatique.	  	  (4)	  À	   la	   fois	   les	  cytokines	  et	   les	  exosomes	  sécrétés	  selon	  un	  mécanisme	  dépendant	  de	  Rab27a	  participent	  à	  l’effet	  pro-­‐tumoral	  joué	  par	  Rab27a	  dans	  le	  modèle	  4T1.	  En	  effet,	  la	  présence	  des	  facteurs	  solubles	  et	  des	  exosomes	  est	  nécessaire	  in	  vitro	  à	  l’augmentation	  en	   nombre	   et	   en	   proportion	   des	   cellules	   CD11b+/Ly6G+/Ly6C+.	   Les	   cytokines,	   et	  notamment	   le	   G-­‐CSF,	   favoriseraient	   la	   survie	   et/ou	   la	   prolifération	   des	   cellules,	   et	   les	  exosomes	   seraient	   responsables	   de	   la	   surreprésentation	   des	   populations	   de	  neutrophiles	  ou	  de	  cellules	  myéloïdes	  suppressives	  in	  vitro	  et	  peut-­‐être	  aussi	  in	  vivo.	  Les	  cellules	  TS/A	  produisent	  peu	  d’exosomes	  et	  nous	  supposons	  que	  la	  quantité	  d’exosomes	  sécrétée	  est	  trop	  faible	  pour	  avoir	  un	  quelconque	  effet	  physiologique,	  ce	  qui	  expliquerait	  pourquoi	   l’inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a	   n’a	   aucun	   effet	   sur	   la	   croissance	   des	  tumeurs	  TS/A.	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C-­‐	  LES	  EXOSOMES	  DANS	  LA	  REPONSE	  IMMUNITAIRE	  TUMORALE	  :	  
résultats	  annexes	  	  
1/	  Modèle	  de	  fibrosarcome	  murin	  exprimant	  un	  antigène	  sur	  les	  
exosomes	  :	  MCA	  OVA-­‐C1C2	  
a)	  Introduction	  	   Les	   exosomes	   purifiés	   des	   surnageants	   de	   culture	   ou	   d’effusions	   tumorales	   de	  patients	   atteints	   d’un	   cancer	   portent	   des	   antigènes	   tumoraux	   et	   peuvent	   servir	   de	  source	   d’antigènes	   pour	   l’induction	   d’une	   réponse	   immunitaire	   in	  vivo	  (Wolfers	   et	   al.,	  2001).	  Afin	  de	  savoir	  si	  les	  exosomes	  sécrétés	  dans	  l’organisme	  par	  les	  tumeurs	  peuvent	  servir	   de	   source	   d’antigènes	   conduisant	   à	   une	   réponse	   immunitaire	   anti-­‐tumorale	   in	  
vivo	  sans	  passer	  par	  des	  étapes	  de	  purification,	  trois	  lignées	  cellulaires	  ont	  été	  produites	  dans	  le	  laboratoire	  à	  partir	  de	  la	  lignée	  MCA	  101	  (Zeelenberg	  et	  al.,	  2008)	  (Figure	  2.3)	  :	  	  (1)	  une	  lignée	  stablement	  transfectée	  avec	  un	  plasmide	  codant	   la	  protéine	  ovalbumine	  fusionnée	  à	   la	   séquence	   signal	  de	   la	  protéine	  Mfge8,	   cette	   lignée	   «	  MCA-­‐OVA	  »	   sécrète	  donc	  de	  l’ovalbumine	  soluble	  dans	  le	  milieu	  extracellulaire	  (2)	  une	  lignée	  stablement	  transfectée	  avec	  un	  plasmide	  codant	   la	  protéine	  ovalbumine	  fusionnée	   à	   la	   séquence	   signal	   et	   au	   domaine	   C1C2	  de	   la	   protéine	  Mfge8,	   cette	   lignée	  «	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  »	  sécrète	  donc	  de	  l’ovalbumine	  associée	  aux	  vésicules	  qui	  exposent	  la	  phosphatidylsérine	  à	  leur	  surface	  (exosomes	  et	  autres	  vésicules)	  (3)	   une	   lignée	   stablement	   transfectée	   avec	   un	   plasmide	   vide	   (sans	   l’ovalbumine),	   la	  lignée	  MCA	  mock.	  Avec	   ces	   trois	   lignées,	   il	   a	   été	   montré	   que	   la	   sécrétion	   d’une	   protéine	   exogène,	  l’ovalbumine,	   en	   association	   avec	   les	   vésicules	   induit	   un	   retard	   de	   croissance	   par	  rapport	  aux	  tumeurs	  sécrétant	  l’antigène	  sous	  forme	  soluble	  ou	  n’exprimant	  pas	  du	  tout	  l’antigène.	   Ce	   retard	   de	   croissance	   est	   dépendant	   des	   lymphocytes	   T.	   D’autre	   part,	  lorsque	   des	   LT	   CD8+	   spécifiques	   de	   l’ovalbumine	   (OT-­‐I)	   sont	   injectés	   dans	   les	   souris	  portant	   les	   différentes	   tumeurs,	   ils	   sont	   capables	   d’induire	   le	   rejet	   des	   tumeurs	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   mais	   pas	   des	   tumeurs	   MCA-­‐OVA.	   L’analyse	   par	   FACS	   de	   ces	   LT	   dans	   les	  ganglions	  drainants	  des	  souris	  montre	  qu’ils	  sont	  plus	  fortement	  activés	  dans	  les	  souris	  portant	  une	   tumeur	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  sécrétant	   l’ovalbumine	  sur	   les	  vésicules	  que	  dans	  les	  souris	  portant	  une	  tumeur	  MCA-­‐OVA	  sécrétant	  l’ovalbumine	  sous	  forme	  soluble.	  Par	  
pcDNA3 Exosomes 
MCA mock 
N C OVA  
myc SS 
OVA soluble  
MCA-OVA 
pcDNA3-sOVA 
Exosomes 
N C OVA  C1C2 
myc SS 
Exosomes 
portant OVA 
MCA-OVA-C1C2 
pcDNA3-OVAC1C2 
Figure 2.3 : Les trois configurations cellulaires utilisées dans l’étude de Zeelenberg, I. 
et al (Cancer Research 2008). 
A. Les cellules contrôles sont transfectées avec le plasmide pcDNA3 vide : elles n’expriment pas 
d’antigène et produisent des exosomes normalement. B. Certaines cellules sont transfectées avec 
un plasmique contenant la séquence codant l’ovalbumine, avec une séquence signale. Ces cellules 
sécrètent donc l’antigène ovalbumine sous forme soluble et produisent des exosomes ne contenant 
pas OVA. C. La troisième construction plasmidique contient une séquence contenant l’ovalbumine 
fusionnée à la séquence C1C2 de la protéine Mfge8, connue pour se fixer aux phoshatidylsérines 
exposées à la surface des vésicules extracellulaires dont les exosomes. Les cellules qui expriment 
cette construction ne produisent pas l’antigène sous forme soluble (ou très peu), mais 
majoritairement associé aux vésicules extracellulaires. Les exosomes produits par ces cellules 
portent ainsi l’antigène OVA. 
A. 
B. 
C. 
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ailleurs,	  l’induction	  de	  l’expression	  de	  la	  protéine	  OVA-­‐C1C2	  in	  vivo	  par	  vaccination	  ADN	  protège	  plus	  efficacement	   les	  souris	  contre	   le	  développement	  d’une	  tumeur	  exprimant	  l’ovalbumine	  que	  la	  vaccination	  avec	  un	  ADN	  codant	  l’ovalbumine	  soluble.	  	   Cette	  étude	  a	  donc	  permis	  de	  mettre	  en	  évidence	  le	  bénéfice	  de	  la	  sécrétion	  d’un	  antigène	  exogène	  en	  association	  avec	  des	  vésicules	  lipidiques	  par	  rapport	  à	  la	  sécrétion	  sous	   forme	   soluble.	   Cependant,	   l’association	   de	   l’antigène	   aux	   vésicules	   se	   fait	   par	  l’interaction	  entre	  le	  domaine	  C1C2	  fusionné	  à	  l’ovalbumine	  et	  la	  phosphatidylsérine	  qui	  est	  exposée	  à	   la	   surface	  des	  exosomes,	  mais	  aussi	  de	   toutes	   les	  autres	  microvésicules,	  corps	   apoptotiques	   et	   cellules	   mortes.	   Afin	   d’étudier	   plus	   spécifiquement	   le	   rôle	   des	  exosomes	   dans	   l’induction	   de	   cette	   réponse	   immunitaire,	   nous	   avons	   inhibé	   leur	  sécrétion	  en	  interférant	  avec	  l’expression	  de	  Rab27a	  dans	  les	  cellules	  MCA-­‐OVA	  et	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2.	   Nous	   avons	   ensuite	   étudié	   la	   croissance	   de	   ces	   différentes	   tumeurs	  exprimant	  ou	  non	  Rab27a,	  en	  présence	  ou	  en	  absence	  des	  LT	  CD8+	  spécifiques	  OT-­‐I.	  	  
b)	  Matériels	  et	  méthodes	  
Cellules	  et	  souris	  La	  lignée	  cellulaire	  MCA-­‐101	  est	  un	  fibrosarcome	  de	  fond	  génétique	  C57Bl/6.	  La	  lignée	  MCA-­‐OVA	  a	  été	  obtenue	  par	  transfection	  des	  cellules	  avec	  le	  plasmide	  pcDNA3-­‐OVAs	  et	  les	   cellules	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   avec	   le	   plasmide	   pcDNA3-­‐OVAC1C2.	   Ces	   deux	   plasmides	  contiennent	  le	  gène	  de	  résistance	  à	  l’hygromycine.	  Nous	  travaillons	  avec	  les	  clones	  MCA-­‐OVA-­‐17	   et	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2-­‐7	   sélectionnés	   et	   décrits	   dans	   les	   travaux	  précédents(Zeelenberg	   et	   al.,	   2008).	   Ces	   clones	   sont	   cultivés	   en	   milieu	   DMEM	  (Dubelcco	  ‘s	  modified	  Eagle’s	  medium)	  contenant	  4,5g/L	  de	  glucose,	  10%	  de	  SVF	  (sérum	  de	  veau	   fœtal),	   2mM	  de	  glutamine	  et	  de	  pénicilline/streptomycine,	   ainsi	  que	  1mg/mL	  d’hygromycine	   B.	   Afin	   d’inhiber	   l’expression	   de	   Rab27a	   et	   Rab27b,	   les	   cellules	   sont	  infectées	   avec	   des	   lentivirus	   contenant	   les	   séquences	   codant	   les	   shRNA	   (contrôles	   ou	  dirigés	  contre	  Rab27a	  et	  Rab27b)	  ainsi	  que	   le	  gène	  de	  résistance	  à	   la	  puromycine.	  Les	  séquences	  de	  shRNA	  utilisées	  sont	  les	  suivantes	  :	  	  sh27a	  :CCGGCGAAACTGGATAAGCCAGCTACTCGAGTAGCTGGCTTATCCAGTTTCGTTTTTG	  ;	  sh27b1	  :CCGGCCTGAGACAATGTCAAACCATCTCGAGATGGTTTGACATTGTCTCAGGTTTTTG	  ;	  sh27b2	  :CCGGCGGGAAGACAACATTTCTCTACTCGAGTAGAGAAATGTTGTCTTCCCGTTTTTG	  ;	  sh27b3	  :CCGGGCATACCATACTTCGAAACAACTCGAGTTGTTTCGAAGTATGGTATGCTTTTTG	  ;	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sh27b4	  :CCGGGCTTCTGGACTTAATCATGAACTCGAGTTCATGATTAAGTCCAGAAGCTTTTT	  ;	  sh27b5	  :	  CCGGCTCTATAGATACACAGACAATCTCGAGATTGTCT	  GTGTAT	  CTATAGAGTTTTTG.	  Les	   lentivirus	   sont	   produits	   et	   utilisés	   pour	   infecter	   les	   cellules	   selon	   les	   protocoles	  décrits	   par	   Moffat	   J.	   en	   2006	   (Moffat	   et	   al.,	   2006).	   Les	   cellules	   après	   infection	   sont	  cultivées	   en	   présence	   de	   puromycine	   à	   5	   µg/mL.	   L’hygromycine	   et	   la	   puromycine	   ne	  sont	  pas	  ajoutées	  dans	  le	  milieu	  au	  moment	  des	  purifications	  d’exosomes	  et	  la	  veille	  des	  injections	  aux	  souris.	  Les	   lymphocytes	   T	   OT-­‐I	   (dont	   le	   TCR	   reconnaît	   spécifiquement	   le	   peptide	   OVA257-­‐264	  associé	   aux	   molécules	   du	   CMH	   de	   classe	   I	   H2-­‐Kb)	   sont	   obtenus	   par	   dissociation	   des	  ganglions	   lymphatiques	  provenant	  de	  souris	   transgéniques	  (sur	   fond	  C57Bl/6	  sauvage	  ou	  RAG2-­‐/-­‐)	  ne	  produisant	  que	  des	  lymphocytes	  T	  OT-­‐I.	  Si	  les	  souris	  transgéniques	  sont	  sur	   un	   fond	   C57Bl/6	   sauvage,	   une	   étape	   supplémentaire	   de	   purification	   négative	   des	  OT-­‐I	  à	  l’aide	  d’un	  kit	  de	  déplétion	  (Myltenyi	  Biotec)	  est	  réalisée.	  Les	   souris	   C57Bl/6	   proviennent	   de	   la	   compagnie	   Charles	   Rivers.	   Les	   souris	   C57Bl/6	  CD45.1	   et	   les	   souris	   OT-­‐I	   CD45.2	   sauvages	   ou	   RAG2-­‐/-­‐	   proviennent	   d’élevages	   à	  l’animalerie	   de	   l’Institut	   Curie	   (dans	   des	   conditions	   particulières	   d’absence	   de	  pathogènes	  spécifiques).	  
	  
Croissance	  des	  tumeurs	  MCA	  in	  vivo	  Les	   cellules	   MCA-­‐OVA	   Scr,	   MCA-­‐OVA	   sh27a,	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   Scr	   et	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  sh27a	  sont	   injectées	  en	  sous-­‐cutané	  à	  des	  souris	  C57Bl/6	  CD45.1	  à	   raison	  de	  200.000	  cellules	  par	  souris	  dans	  un	  volume	  de	  100	  µL.	  La	  taille	  des	  tumeurs	  est	  mesurée	  tous	  les	  deux	  ou	  trois	  jours	  avec	  un	  pied	  à	  coulisse	  (Caliper),	  et	  le	  volume	  des	  tumeurs	  est	  calculé	  selon	   la	   formule	  :	   largeur	   x	   longueur	   x	   [(largeur	   +	   longueur)/2)].	   Les	   souris	   sont	  sacrifiées	  lorsque	  les	  tumeurs	  atteignent	  un	  volume	  de	  1500	  mm3.	  	  
Etude	  de	  l’activation	  des	  lymphocytes	  T	  CD8+	  OT-­‐I	  in	  vivo	  Six	  à	  huit	  jours	  après	  l’injection	  des	  cellules	  tumorales,	  les	  souris	  reçoivent	  une	  injection	  de	   3.106	   lymphocytes	   OT-­‐I	  	   CD45.2	   dans	   100	   µL	   de	   PBS	   par	   voie	   intraveineuse.	   Ces	  lymphocytes	  sont	  au	  préalable	  marqués	  au	  CFSE.	  Pour	  cela,	  5	  µM	  de	  CFSE	  sont	  ajoutés	  à	  une	   suspension	   d’OT-­‐I	   d’une	   concentration	   de	   10.106	   cellules/mL	   dans	   du	   PBS	   0,1%	  BSA.	  Après	  une	  incubation	  de	  10	  minutes	  à	  37°C	  les	  cellules	  sont	  lavées	  trois	  fois	  en	  PBS	  0,5%	  BSA,	  comptées	  et	  mises	  en	  suspension	  dans	  du	  PBS	  à	  une	  concentration	  de	  30.106	  
ARNm de Rab27a ARNm de Rab27b 
Scr     27a       Scr       27a 
OVA   OVA-C1C2 
A. B. 
C. D. 
Figure 2.4 : Inhibition de l’expression de Rab27a et de Rab27b dans les cellules MCA-
OVA et MCA-OVA-C1C2.  
Plusieurs shARN ont été utilisés afin d’inhiber l’expression de Rab27a et de Rab27b, dans les 
cellules MCA-OVA et MCA-OVA-C1C2. A et B. Quantification de l’expression de Rab27a (A.) et de 
Rab27b (B.) par qRT-PCR dans les cellules exprimant un shARN spécifique de Rab27a ou l’un des 
cinq shARN spécifiques de Rab27b. n=8 pour OVA et n=12 pour OVA-C1C2, One-way ANOVA, 
post-test de Dunnett, *** p<0,001. C. Le niveau d’expression de la protéine Rab27a est vérifié par 
western blot. La tubuline est utilisée comme contrôle de charge. D. Le signal correspondant à la 
protéine Rab27a est quantifié et rapporté au signal de la tubuline, et le résultat est présenté en 
pourcentage d’expression par rapport au Scr. n=4 expériences indépendantes. Analyse statistique : 
One-way ANOVA, post-test de Bonferronni. * p<0,05. 
La moyenne et l’écart type sont représentés sur chaque graphique et chaque point représente une 
expérience indépendante.  
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cellules/mL.	  Une	  partie	  des	  souris	  sont	  sacrifiées	  le	  lendemain	  et	  l’autre	  partie	  six	  jours	  après	   l’injection	   des	  OT-­‐I	   afin	   d’analyser	   l’activation	   précoce	   et	   tardive.	   Les	   ganglions	  axillaires	  drainants	  les	  tumeurs	  ou	  provenant	  de	  souris	  ne	  portant	  pas	  de	  tumeurs	  sont	  prélevés,	   écrasés	   et	   filtrés	   afin	   d’obtenir	   une	   suspension	   cellulaire	   sur	   laquelle	   sont	  effectués	   les	   marquages	   avec	   les	   anticorps	   fluorescents	   suivants	   (BD	   Pharmingen)	  :	  CD8-­‐APC,	  CD8-­‐Pacific	  blue,	  CD45.2	  PerCP-­‐Cy5.5,	  CD69-­‐PE	  (jour	  1),	  CD44-­‐PE	  ou	  IFNγ-­‐PE	  (jour	  6).	  Les	  marquages	  de	  surface	  sont	  réalisés	  en	  PBS	  0,5%	  BSA	  2mM	  EDTA.	  Pour	  les	  marquages	   intracellulaires,	   les	   cellules	  préalablement	  marquées	  en	  surface	  sont	   fixées	  en	   PBS	   2%	   formaldéhyde,	   et	   perméabilisées	   par	   une	   solution	   de	   PermWash	   (BD	  Biosciences).	   L’anticorps	   anti-­‐IFNγ-­‐PE	   est	   dilué	   dans	   cette	   même	   solution	   de	  perméabilisation	   afin	   de	   réaliser	   le	   marquage	   intracellulaire.	   Le	   FACS	   (fluorescence-­‐activated	   cell	   sorter)	   MacsQuant	   (Myltenyi	   Biotec)	   est	   utilisé	   pour	   mesurer	   la	  fluorescence	  et	  l’analyse	  est	  effectuée	  à	  l’aide	  du	  logiciel	  FlowJo.	  	  	  
Quantification	  des	  protéines	  exosomales	  La	  quantité	  totale	  de	  protéines	  dans	  les	  culots	  d’exosomes	  et	  dans	  les	  lysats	  cellulaires	  est	  quantifiée	  par	  le	  test	  de	  Bradford	  (BioRad).	  	  Les	  protocoles	  suivants	  sont	  identiques	  à	  ceux	  décrits	  dans	  l’article	  «	  The	  small	  GTPase	  Rab27a	  can	  promote	  tumor	  progression	  by	  modifying	  the	  tumor	  microenvironment	  »	  :	  
Analyse	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  par	  RT-­‐PCR	  quantitative	  et	  western	  blot	  ;	  Purification	  et	  
caractérisation	  des	  exosomes	  ;	  Réactifs.	  	  
c)	  Résultats	  	   Nous	   avons	   inhibé	   l’expression	   de	   Rab27a	   dans	   les	   cellules	  MCA-­‐OVA	   et	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2,	  avec	  le	  même	  shRNA	  que	  celui	  utilisé	  précédemment	  avec	  les	  lignées	  4T1	  et	  TS/A.	   Une	   diminution	   de	   50%	   de	   l’ARNm	   Rab27a	   est	   mesurée	   dans	   les	   deux	   clones	  cellulaires,	  sans	  modification	  significative	  de	  la	  quantité	  d’ARNm	  Rab27b	  (même	  si	  celle-­‐ci	   est	   très	   variable	   dans	   les	   cellules	   MCA-­‐OVA)	   (figure	   2.4	   A	   et	   B).	   Les	   cinq	   shRNA	  utilisés	  pour	  inhiber	  l’expression	  de	  Rab27b	  entrainent	  une	  diminution	  de	  60	  à	  80%	  de	  la	  quantité	  d’ARNm	  de	  Rab27b	  dans	   les	   cellules,	  mais	   cette	  action	  n’est	  pas	   spécifique	  puisqu’ils	  induisent	  aussi	  une	  diminution	  d’au	  moins	  40%	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  au	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Figure 2.5 : La sécrétion des exosomes est inhibée dans les cellules MCA-OVA et 
MCA-OVA-C1C2 n’exprimant pas Rab27a. 
A. Quantification de la quantité de protéines exosomales sécrétées par les cellules MCA-OVA et 
MCA-OVA-C1C2 exprimant (Scr) ou non (sh27a) Rab27a. B. Quantification des exosomes sécrétés 
par 15.106 cellules MCA-OVA Scr et sh27a, MCA-OVA-C1C2 Scr et sh27a par détection des 
marqueurs Alix, Tsg101, Mfge8, CD9 et de l’ovalbumine (OVA). 30µg de lysat de chaque type de 
cellules ont été analysés en comparaison. C. Deuxième exemple de quantification des exosomes 
sécrétés par les cellules MCA-OVA-C1C2 Scr et sh27a dans laquelle les marqueurs CD9 et Mfge8 
sont diminués dans les culots des cellules sh27a. D. Quantification des signaux obtenus pour 
chaque marqueur, Alix (n=1 ou 2), Tsg101 (n=3), CD9 (n=4 ou 6), Mfge8 (n=4 ou 6). Les 
histogrammes présentent la moyenne et l’écart type des résultats. Analyse statistique : Test t de 
Student apparié, * p>0,05. 
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niveau	   de	   l’ARNm.	   Nous	   n’allons	   donc	   présenter	   que	   l’inhibition	   de	   Rab27a	   dans	   les	  modèles	  MCA-­‐OVA	  et	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2,	   d’autant	  plus	  que	   seule	  Rab27a	   était	   impliquée	  dans	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   dans	   les	   cellules	   TS/A	   et	   4T1.	   La	   diminution	  d’expression	  de	  Rab27a	  dans	  les	  cellules	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  exprimant	  le	  shRNA	  spécifique	  a	  été	   confirmée	  au	  niveau	  de	   la	  protéine	   (figure	   2.4	   C	   et	   D).	  En	   revanche	  une	  bonne	  diminution	  de	   la	  quantité	  de	  protéine	  Rab27a	  dans	   les	  cellules	  MCA-­‐OVA	  sh27a	  n’a	  pu	  être	  mise	  en	  évidence	  dans	  une	  expérience	  sur	  quatre.	  	  	   Nous	   avons	   quantifié	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   cellules	   MCA-­‐OVA	   et	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   exprimant	   ou	  non	  Rab27a.	   Les	   exosomes	  ont	   été	  purifiés	   à	   partir	   des	  surnageants	   de	   culture	   par	   ultracentrifugations	   différentielles.	   La	   quantité	   totale	   de	  protéines	  dans	  les	  culots	  d’exosomes	  a	  été	  mesurée	  mais	  aucune	  différence	  significative	  n’a	  été	  observée	  entre	  les	  cellules	  exprimant	  ou	  non	  Rab27a	  (figure	  2.5	  A).	  La	  sécrétion	  a	  ensuite	  été	  quantifiée	  par	  western	  blot	  :	   les	  marqueurs	  d’exosomes	  (CD9,	  Mfge8,	  Alix	  et	  Tsg101)	  ont	  été	  quantifiés	  sur	  les	  exosomes	  sécrétés	  par	  15.106	  cellules	  (figure	  2.5	  
B-­‐D).	  Nous	  avons	  ainsi	  observé	  une	  diminution	  des	  marqueurs	  Alix	  et	  Tsg101	  dans	  les	  culots	  d’exosomes	  des	  cellules	  MCA-­‐OVA	  sh27a	  et	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  sh27a	  (exprimant	  le	  shRNA	   spécifique	   de	   Rab27a).	   Des	   résultats	   variables	   ont	   été	   obtenus	   concernant	   les	  marqueurs	   Mfge8	   et	   CD9	   dont	   la	   sécrétion	   avec	   les	   exosomes	   est	   parfois	   diminuée	  (figure	  2.5	  C),	  et	  parfois	  non	  ou	  très	  peu	  (figure	  2.5	  B).	  Ainsi,	   la	  quantification	  de	  ces	  marqueurs	   sur	   plusieurs	   expériences	   ne	   montre	   pas	   de	   diminution	   de	   CD9	   suite	   à	  l’inhibition	  de	  Rab27a	  et	  une	  diminution	  pouvant	  être	  significative	  mais	  faible	  de	  Mfge8	  (figure	  2.5	  D).	  Au	  moment	  où	  nous	  avons	  réalisé	  cette	  étude	  avec	  le	  modèle	  MCA,	  nous	  n’utilisions	  pas	  les	  marqueurs	  CD63	  et	  Hsc70,	  deux	  marqueurs	  diminués	  par	  l’inhibition	  de	  Rab27a	  dans	  les	  modèles	  4T1	  et	  TS/A.	  Les	  différences	  de	  diminution	  des	  marqueurs	  Tsg101	   et	   Alix	   d’une	   part,	   CD9	   et	   Mfge8	   d’autre	   part,	   induites	   par	   l’inhibition	  d’expression	  de	  Rab27a,	   correspondent	   à	   ce	   que	  nous	   avons	   obtenus	   dans	   les	   lignées	  4T1	  et	  TS/A.	  Rab27a	  est	  donc	  impliquée	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  portant	  Tsg101	  et	   Alix	   par	   les	   cellules	   MCA-­‐OVA	   et	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2.	   Nous	   avons	   aussi	   détecté	   la	  présence	  de	   l’ovalbumine,	   l’antigène	  étudié	  avec	  ce	  modèle,	   sur	   les	  exosomes	  dans	   les	  deux	  expériences	  présentées	  sur	  la	  (figure	  2.5	  B	  et	  C).	  Nous	  pouvons	  constater	  que	  la	  protéine	  OVA-­‐C1C2	   (66	  kDa)	   est	  présente	  dans	   les	   culots	  d’exosomes	   sécrétés	  par	   les	  cellules	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   et	   absente	   de	   ceux	   sécrétés	   par	   les	   cellules	   MCA-­‐OVA.	   Cela	  n’apparaît	   pas	   sur	   la	   figure	  présentée	   ici,	  mais	   aucune	  bande	  n’apparaît	   non	  plus	   à	   la	  
Figure 2.6 : Les tumeurs n’exprimant pas Rab27a ont une croissance ralentie après 
injection de lymphocytes T CD8+ spécifiques de l’ovalbumine (OT-I). 
A. Croissance des tumeurs MCA-OVA-C1C2 et MCA-OVA exprimant un shARN contrôle (Scr) ou 
un shARN spécifique de Rab27a (sh27a) après injection de 200.000 cellules en sous-cutané. 
Chaque ligne représente une souris individuelle. n=13 souris pour MCA-OVA-C1C2 et n=3 souris 
pour MCA-OVA. B. Croissance des tumeurs dans des souris recevant une injection en 
intraveineuse à jour 6 ou 8 de 3.106 lymphocytes OT-I spécifiques de l’ovalbumine. n=34 souris 
pour MCA-OVA-C1C2 et n=6 souris pour MCA-OVA. C. Représentation de la taille des tumeurs 
MCA-OVA-C1C2 Scr et sh27a, en présence ou non de lymphocytes OT-I, à jour 10 et à jour 20. 
Barre horizontale : médiane. Analyse statistique : One-Way ANOVA, post-test de Bonferroni,  
* p<0,05. 
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taille	   de	   51	   kDa,	   c’est	   à	   dire	   à	   la	   taille	   de	   l’ovalbumine	   soluble,	   indiquant	   que	   celle-­‐ci	  n’est	   pas	   co-­‐centrifugée	   avec	   les	   exosomes	   des	   cellules	   MCA-­‐OVA	   et	   est	   donc	   bien	  absente	   de	   la	   fraction	   exosomale.	   La	   quantité	   d’ovalbumine	   sécrétée	   dans	   les	   culots	  d’exosomes	  des	  cellules	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  sh27a	  est	  diminuée	  dans	  ces	  deux	  expériences.	  Ainsi,	   l’inhibition	  de	  Rab27a	   entraine	  une	  diminution	  de	   la	   sécrétion	  de	   la	   population	  d’exosomes	  portant	  la	  protéine	  ovalbumine.	  	   Nous	   avons	   suivi	   la	   croissance	   des	   cellules	  MCA-­‐OVA	   Scr/sh27a	   et	   des	   cellules	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  Scr/sh27a	  après	  injection	  en	  sous-­‐cutané	  à	  des	  souris	  C57Bl/6.	  Aucune	  différence	  de	  croissance	  n’est	  observée	  entre	  les	  quatre	  types	  cellulaires	  (figure	  2.6	  A).	  Comme	  nous	   le	  disions	  en	   introduction,	   l’injection	  de	   lymphocytes	  T	  CD8+	  spécifiques	  de	   l’ovalbumine	   (OT-­‐I)	   entraine	   le	   rejet	   des	   tumeurs	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   mais	   pas	   des	  tumeurs	  MCA-­‐OVA.	  Nous	  avons	  donc	  étudié	  la	  croissance	  des	  tumeurs	  exprimant	  ou	  non	  Rab27a	  dans	  des	  souris	  recevant	  une	  injection	  de	  ces	  lymphocytes	  OT-­‐I	  en	  intraveineuse	  au	  moment	  où	   les	   tumeurs	  apparaissent	   (jours	  6-­‐8).	  Un	   ralentissement	  voire	  un	   léger	  rejet	   des	   tumeurs	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   Scr	   est	   observé	   après	   l’injection	   des	   OT-­‐I,	   puis,	   à	  partir	  du	  jour	  12,	  les	  tumeurs	  reprennent	  une	  croissance	  progressive	  (figure	  2.6	  B).	  Les	  OT-­‐I	  induisent	  un	  ralentissement	  beaucoup	  plus	  important	  de	  la	  croissance	  des	  tumeurs	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   sh27a	   qui	   sont	  même,	   pour	   la	   plupart,	   à	   peine	   détectables	   jusqu’aux	  jours	  15-­‐20.	  Ainsi,	   en	  présence	  des	   lymphocytes	  OT-­‐I,	   la	   taille	  des	   tumeurs	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  sh27a	  mesurée	  10	  ou	  20	  jours	  après	   leur	   injection	  est	  statistiquement	  différente	  de	  celle	  des	  tumeurs	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  Scr	  (figure	  2.6	  C).	  La	  croissance	  des	  tumeurs	  MCA-­‐OVA	  sh27a	  est	  la	  même	  que	  celle	  des	  tumeurs	  MCA-­‐OVA	  Scr	  (figure	  2.6	  A),	  et	  l’injection	  des	  OT-­‐I	  n’a	  aucun	  effet	  sur	  la	  croissance	  ni	  dans	  un	  cas	  ni	  dans	  l’autre	  (figure	  2.6	  B).	  Nous	  observons	  donc	  ici	  que	  l’expression	  de	  Rab27a	  permet	  croissance	  plus	  importante	  des	   tumeurs	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2	   en	   présence	   des	   lymphocytes	   T	   CD8+	   spécifiques.	   Les	  exosomes	   sécrétés	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   pourraient	   donc	   participer	   à	   la	  résistance	  de	  ces	  tumeurs	  vis	  à	  vis	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  adaptative.	  Ce	  phénomène	  semble	   dépendant	   de	   la	   présence	   de	   l’antigène	   sur	   les	   exosomes,	   étant	   donné	   que	   la	  croissance	  des	  tumeurs	  MCA-­‐OVA	  n’est	  pas	  modifiée	  suite	  à	  la	  diminution	  d’expression	  de	  Rab27a.	  	   Nous	   avons	   étudié	   l’activation	   des	   lymphocytes	   T	   dans	   les	   souris	   portant	   les	  tumeurs	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  Scr	  ou	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  sh27a.	  Pour	  cela,	  nous	  avons	  prélevé	  les	  ganglions	   axilaires	   drainants	   la	   tumeur	   de	   ces	   souris	   (Scr	   et	   sh27a)	   et	   les	   ganglions	  
Figure 2.7 Les lymphocytes OT-I sont activés de façon identique dans les souris 
portant une tumeur MCA-OVA-C1C2 exprimant ou non Rab27a. 
A. Etude de l’activation des OT-I, porteurs du marqueur CD45.2 et marqués au CFSE, dans les 
ganglions drainants la tumeur, 1 jour ou 6 jours après leur injection en intraveineuse dans les 
souris (3.106 par souris). La prolifération des OT-I est étudiée par la dilution du CFSE et leur 
activation par l’expression des marqueurs CD69 à J1 et CD44 à J6. L’histogramme à J6 présente 
la prolifération des OT-I dans une souris portant une tumeur (rouge) superposée à l’absence de 
prolifération dans une souris sans tumeur (bleu). Des billes de comptage sont ajoutées pour 
calculer les nombres absolus de cellules. B. Analyse de l’activation et de la prolifération des OT-I, 
6 jours après leur injection dans des souris portant des tumeurs MCA-OVA-C1C2 Scr, sh27a, ou 
des souris sans tumeurs (Ctle). Les résultats sont présentés en pourcentage des OT-I et en 
nombres absolus. 3 expériences ont été réalisées avec un total de 5 souris contrôles, et 13 souris 
portant des tumeurs exprimant ou non Rab27a. Barre horizontale : moyenne. Analyse statistique : 
One-way ANOVA, post-test de Bonferroni, * P<0,05, ** p<0,01 et *** p<0,001. 
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axilaires	  de	  souris	  ne	  portant	  pas	  de	  tumeurs	  (Ctle),	  un	  jour	  ou	  six	  jours	  après	  l’injection	  des	  OT-­‐I	  (figure	  2.7	  A).	  Les	  lymphocytes	  T	  injectés	  aux	  souris	  peuvent	  être	  détectés	  par	  l’expression	  du	  marqueur	  congénique	  CD45.2,	  les	  souris	  receveuses	  exprimant	  CD45.1.	  Avant	   leur	   injection,	   les	  OT-­‐I	   sont	  marqués	   avec	   le	   colorant	   CFSE	   (carboxyfluorescein	  succinimidyl	  ester)	  afin	  de	  suivre	  le	  prolifération	  des	  lymphocytes	  injectés.	  L’activation	  des	   OT-­‐I	   est	   étudiée	   le	   lendemain	   de	   leur	   injection	   par	   l’expression	   du	   marqueur	  d’activation	   précoce	   CD69.	   Six	   jours	   après	   leur	   injection,	   en	   plus	   de	   l’étude	   de	   leur	  prolifération,	  l’activation	  des	  OT-­‐I	  est	  étudiée	  par	  l’expression	  du	  marqueur	  d’activation	  CD44.	   Des	   billes	   de	   comptage	   sont	   ajoutées	   aux	   suspensions	   de	   ganglions	   afin	   de	  calculer	  les	  nombres	  absolus	  de	  cellules.	  Le	  lendemain	  de	  leur	  injection,	  les	  lymphocytes	  OT-­‐I	   n’ont	   pas	   proliféré,	   et	   60%	   d’entre	   eux	   expriment	   le	   marqueur	   CD69,	   qu’ils	  proviennent	   de	   ganglions	   de	   souris	   portant	   une	   tumeur	   contrôle	   (Scr)	   ou	   de	   souris	  portant	   une	   tumeur	   inhibée	  pour	   l’expression	  de	  Rab27a	   (résultats	   non	  montrés).	   Six	  jours	   après	   leur	   injection,	   les	   OT-­‐I	   sont	   activés	   (plus	   de	   90%	   expriment	   le	  marqueur	  CD44)	  et	  prolifèrent	  de	   façon	   intensive	  dans	   les	  souris	  portant	  une	   tumeur	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2,	  mais	  à	  nouveau,	  aucune	  différence	  n’est	  observée	  en	  fonction	  de	  l’expression	  (Scr)	  ou	  non	  (sh27a)	  de	  Rab27a	  dans	  les	  tumeurs	  (figure	  2.7	  B).	  Dans	  les	  souris	  contrôles	  ne	  portant	  pas	  de	  tumeur,	  il	  n’y	  a	  pas	  d’activation	  des	  OT-­‐I	  comme	  cela	  est	  mis	  en	  évidence	  par	   le	   très	   faible	   nombre	   d’OT-­‐I	   exprimant	   CD44	   ou	   en	   prolifération	   dans	   ces	   souris	  (environ	   2000	   cellules	   comptées	   en	   comparaison	   des	   2.106	   d’OT-­‐I	   dans	   les	   souris	  portant	  une	  tumeur)	  (figure	  2.7	  B,	  graphiques	  du	  bas).	  L’activation	  des	  OT-­‐I	  six	  jours	  après	   l’injection	   a	   aussi	   été	   étudiée	   par	   un	   marquage	   intracellulaire	   de	   l’IFNγ.	   Ce	  paramètre	   n’est	   pas	   non	   plus	   influencé	   par	   l’expression	   ou	   non	   de	   Rab27a	   dans	   les	  tumeurs	   se	   développant	   dans	   les	   souris	   (résultats	   non	  montrés).	   Ainsi,	   l’injection	   des	  lymphocytes	   OT-­‐I	   est	   nécessaire	   pour	   induire	   un	   retard	   de	   croissance	   des	   tumeurs	  n’exprimant	  pas	  Rab27a	  par	  rapport	  aux	  tumeurs	  contrôles,	  mais	  cette	  modification	  de	  la	  croissance	  ne	  peut	  être	  attribuée	  à	  une	  modulation	  de	  l’activation	  des	  OT-­‐I.	  	  
d)	  Discussion	  	   Nous	   avons	   inhibé	   l’expression	   de	   Rab27a	   dans	   les	   cellules	  MCA-­‐OVA	   et	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  et	   avons	   confirmé	   le	   rôle	  de	   cette	  protéine	  dans	   la	   sécrétion	  des	  exosomes	  par	   ces	   cellules	   de	   fibrosarcome	   murin,	   tout	   comme	   nous	   l’avons	   montré	   dans	   les	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carcinomes	  mammaires	   4T1	   et	   TS/A.	   La	   quantification	   des	  marqueurs	   Tsg101	   et	   Alix	  d’une	   part,	   CD9	   et	   Mfge8	   d’autre	   part	   dans	   les	   culots	   d’exosomes	   des	   cellules	   MCA	  exprimant	   ou	   non	  Rab27a	   nous	   ont	   donné	   des	   résultats	   en	   accord	   avec	   ceux	   obtenus	  dans	   les	   modèles	   4T1	   et	   TS/A	  :	   Rab27a	   contrôlerait	   la	   sécrétion	   d’une	   population	  d’exosomes	   enrichis	   en	   marqueurs	   endosomaux,	   mais	   pas	   la	   sécrétion	   d’une	   autre	  population	   de	   vésicules	   portant	   majoritairement	   CD9	   et	   Mfge8.	   Ceci	   pourrait	   être	  renforcé	  par	  la	  quantification	  des	  marqueurs	  CD63	  et	  Hsc70.	  La	  sécrétion	  d’ovalbumine	  associée	  aux	  exosomes	  (OVA-­‐C1C2)	  semble	  elle	  aussi	  être	  diminuée	  par	   l’inhibition	  de	  l’expression	   de	   Rab27a.	   Dans	   le	  modèle	   4T1,	   nous	   avons	   de	   plus	  mis	   en	   évidence	   un	  enrichissement	  aussi	   important	  de	  Mfge8	  dans	  les	  exosomes	  que	  dans	  les	  plus	  grosses	  vésicules	  du	  culot	  de	  10.000xg,	  ce	  que	  nous	  n’avons	  pas	  vérifié	  dans	  le	  modèle	  MCA.	  La	  protéine	  OVA-­‐C1C2	  étant	  composée	  d’une	  fusion	  entre	  l’ovalbumine	  et	  le	  domaine	  C1C2	  de	  Mfge8,	  nous	  pouvons	  nous	  attendre	  à	  ce	  que	  cette	  protéine	  de	  fusion	  suive	  le	  même	  profil	  de	  localisation	  que	  Mfge8	  et	  soit	  donc	  très	  enrichie	  sur	  les	  microvésicules.	  Il	  serait	  donc	   nécessaire	   de	   quantifier	   la	   proportion	   de	   la	   protéine	   OVA-­‐C1C2	   sécrétée	   en	  association	  avec	  les	  exosomes	  et	  avec	  les	  microvésicules	  dans	  les	  conditions	  contrôles	  et	  dans	   les	   conditions	   d’inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a.	   Etant	   donné	   que	   Rab27a	  n’est	   pas	   impliquée	  dans	   la	   sécrétion	  des	  microvésicules	  par	   les	   cellules	   4T1	   et	  TS/A,	  nous	  pensons	  qu’il	  en	  serait	  de	  même	  dans	  la	  lignée	  MCA,	  mais	  il	  faudrait	  le	  confirmer.	  Si	  c’est	   le	   cas,	   l’inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a	   permettrait	   donc	   de	   diminuer	  spécifiquement	   la	   quantité	   d’antigène	   sécrété	   via	   les	   exosomes	   sans	   diminuer	   la	  quantité	   d’antigène	   sécrété	   sur	   les	  microvésicules.	   Cet	   outil	   nous	   permettrait	   ainsi	   de	  déterminer	  si	   les	  exosomes	  jouent	  un	  rôle	  distinct	  des	  microvésicules	  dans	  l’activation	  du	  système	  immunitaire	  spécifiquement	  contre	  l’antigène	  qu’ils	  portent.	  Il	  resterait	  tout	  de	   même	   à	   contrôler	   la	   sécrétion	   des	   facteurs	   solubles	   par	   la	   voie	   classique	   après	  inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a,	   afin	   d’évaluer	   la	   spécificité	   d’action	   de	   Rab27a	  dans	   la	   voie	   de	   sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   cellules	   MCA.	   L’hypothèse	   la	   plus	  probable	   est	   que	   la	   protéine	   Rab27a,	   en	   plus	   d’être	   nécessaire	   à	   la	   sécrétion	   des	  exosomes,	  participe	  aussi	  à	  la	  sécrétion	  de	  facteurs	  solubles	  par	  la	  voie	  classique	  comme	  nous	   l’avons	  montré	   dans	   les	   lignées	   4T1	   et	   TS/A.	   Une	   analyse	   complète	   des	   travaux	  réalisés	  avec	  les	  cellules	  MCA-­‐OVA	  Scr/sh27a	  et	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  Scr/sh27a	  nécessiterait	  donc	   une	   quantification	   précise	   (par	   ELISA	  par	   exemple)	   de	   la	   quantité	   d’ovalbumine	  sécrétée	  en	  association	  avec	  les	  exosomes,	  avec	  les	  microvésicules	  et	  sous	  forme	  soluble.	  
Figure 2.8 : Rôles hypothétiques des vésicules extracellulaires dans la croissance 
des tumeurs MCA-OVA-C1C2. 
A. L’étude réalisée dans le laboratoire par Zeelenberg, I. a montré que les vésicules portant un 
antigène exogène pouvaient induire l’activation des LT spécifiques de cet antigène et le rejet de la 
tumeur. B. Si les exosomes sont les vésicules responsables de l’activation des LT, alors leur 
inhibition par blocage de l’expression de Rab27a devrait induire une meilleure croissance des 
tumeurs, en raison d’un défaut d’activation des LT. C. Nous avons à l’inverse montré que l’inhibition 
de Rab27a permettait un meilleur rejet des tumeurs. Nous supposons donc que les exosomes 
sécrétés par la voie Rab27a ont un effet inhibiteur sur l’activation des LT, qui serait elle-même 
induite par une autre population de vésicules portant l’antigène.  
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   Lorsque	   nous	   avons	   étudié	   la	   croissance	   des	   tumeurs	   MCA-­‐OVA	   et	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  dans	  lesquelles	  l’expression	  de	  Rab27a	  et	  donc	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  avaient	  été	   inhibées,	   nous	   n’avons	   pas	   observé	   de	   différence	   de	   croissance.	   Nous	   avons	   suivi	  pour	   ces	   expériences	   les	   protocoles	   décrits	   dans	   la	   publication	   de	   Zeelenberg,	   I.	  et	  al.	  (2008)	   et	   avons	   donc	   injecté	   200.000	   cellules	   par	   souris.	   Or,	   les	   différences	   de	  croissance	   observées	   dans	   le	   modèle	   4T1	   ne	   l’ont	   été	   qu’après	   injection	   d’un	   faible	  nombre	  de	  cellules,	  soit	  50.000	  cellules	  par	  souris.	  Il	  serait	  donc	  nécessaire	  de	  tester	  la	  croissance	  des	  cellules	  MCA	  après	  injection	  d’un	  faible	  nombre	  de	  cellules	  afin	  de	  savoir	  s’il	   n’y	   a	   réellement	   pas	   de	   ralentissement	   de	   la	   croissance	   dû	   à	   l’inhibition	   de	  l’expression	  de	  Rab27a.	   Il	   a	  été	  montré	  que	   les	   tumeurs	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  qui	   sécrètent	  l’OVA	   sur	   les	   vésicules	   sont	   rejetées	   après	   l’injection	   des	   OT-­‐I	   alors	   que	   les	   tumeurs	  MCA-­‐OVA	  qui	   sécrètent	   l’OVA	  soluble	  ne	   le	   sont	  pas.	  Au	  moins	  certaines	  des	  vésicules	  portant	   l’antigène	   jouent	   donc	   un	   rôle	   anti-­‐tumoral	   par	   activation	   de	   la	   réponse	   T	  (figure	   2.8	   A).	   Si	   les	   exosomes	   sécrétés	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   sont	  responsables	   de	   l’activation	   des	   LT,	   l’inhibition	   de	   leur	   sécrétion	   devrait	   faciliter	   la	  croissance	   tumorale	   (figure	   2.8	   B).	   Nous	   avons	   donc	   inhibé	   l’expression	   de	   Rab27a	  dans	  les	  cellules	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2,	  mais	  au	  lieu	  de	  voir	  une	  accélération	  de	  la	  croissance	  tumorale,	  nous	  avons	  à	  l’inverse	  observé	  un	  rejet	  plus	  efficace	  des	  tumeurs	  n’exprimant	  pas	   Rab27a	   par	   les	   lymphocytes	   T	   OT-­‐I.	   Ainsi,	   dans	   le	   modèle	   MCA-­‐OVA-­‐C1C2,	   les	  exosomes	  joueraient	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  en	  limitant	  l’efficacité	  de	  la	  réponse	  adaptative	  T	   spécifique,	   et	   ce	   sont	   d’autres	   vésicules	   qui	   à	   l’inverse	   stimuleraient	   cette	   réponse	  anti-­‐tumorale	  (figure	  2.8	  C).	  	  	  
2/	  Modèle	  de	  cancer	  du	  sein	  humain	  :	  MDA-­‐MB-­‐231	  
a)	  Introduction	  	   À	  la	  suite	  des	  résultats	  obtenus	  avec	  les	  cellules	  de	  carcinome	  mammaire	  murin	  4T1,	  et	  de	  l’analyse	  de	  l’expression	  de	  RAB27	  dans	  les	  biopsies	  humaines	  de	  cancer	  du	  sein,	  nous	  avons	  voulu	  étudier	  de	  rôle	  de	  RAB27A	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  et	  la	  croissance	  tumorale	  dans	  un	  modèle	  humain	  de	  cellules	  de	  cancer	  du	  sein.	  Les	  donnés	  des	  puces	  Affymetrix	  ont	  mis	  en	  évidence	  une	  plus	  forte	  surexpression	  de	  RAB27A	  dans	  les	  biopsies	  humaines	  de	  tumeurs	  n’exprimant	  ni	  le	  récepteur	  aux	  estrogènes	  (ER)	  ni	  le	  récepteur	   muté	   de	   l’EGF	   (HER2).	   Ces	   résultats	   ont	   été	   confirmés	   par	   l’analyse	   de	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l’expression	  de	  RAB27A	  par	  Affymetrix	  dans	  différentes	  lignées	  tumorales	  humaines	  en	  culture	  (Article	  2,	  figure	  7).	  Nous	  avons	  choisi	  d’utiliser	  la	  lignée	  tumorale	  MDA-­‐MB-­‐231,	  lignée	  négative	  pour	  l’expression	  des	  récepteurs	  ER	  et	  HER2,	  et	  qui	  co-­‐exprime	  les	  deux	  isoformes	  RAB27A	  et	  RAB27B.	  	  Dans	  cette	  lignée,	  nous	  avons	  inhibé	  l’expression	  de	  RAB27A	  à	  l’aide	  d’un	  shRNA	  spécifique	  pour	  l’inhibition	  de	  l’expression	  du	  gène	  RAB27A	  humain.	  Nous	  avons	  ensuite	  quantifié	   et	   caractérisé	   les	   exosomes	   sécrétés	   par	   les	   cellules	   exprimant	   (Scr)	   ou	   non	  (sh27a)	   RAB27A.	   Enfin,	   nous	   nous	   sommes	   demandés	   si	   RAB27A	   jouait	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral	  dans	  la	  lignée	  MDA-­‐MB-­‐231	  comme	  c’est	  le	  cas	  dans	  la	  lignée	  4T1	  et	  nous	  avons	  donc	  suivi	  la	  croissance	  des	  tumeurs	  MDA-­‐MB-­‐231	  Scr	  et	  MDA-­‐MB-­‐231	  sh27a	  dans	  des	  souris	   immunodéficientes.	   Les	   populations	  myéloïdes	   infiltrant	   ces	   tumeurs	   ont	   aussi	  été	  analysées	  afin	  d’établir	  une	  comparaison	  avec	  les	  résultats	  du	  modèle	  murin	  4T1.	  	   	  
b)	  Matériels	  et	  méthodes	  
Cellules	  et	  souris	  Les	  cellules	  MDA-­‐MB-­‐231	  sont	  cultivées	  en	  milieu	  DMEM	  (Dubelcco’s	  modified	  Eagle’s	  medium)	   contenant	   4,5g/L	   de	   glucose,	   10%	   de	   SVF	   (sérum	   de	   veau	   fœtal),	   2mM	   de	  glutamine	  et	  de	  pénicilline/streptomycine.	  Les	   lentivirus	  sont	  produits	  et	  utilisés	  pour	  infecter	  les	  cellules	  selon	  les	  protocoles	  décrits	  par	  Moffat	  J.	  en	  2006(Moffat	  et	  al.,	  2006).	  Les	  séquences	  des	  shRNA	  utilisées	  sont	  les	  suivantes	  :	  	  sh27a1	  :CCGGCCTGTGCATTTGAATTGTATACTCGAGTATACAATTCAAATGCACAGGTTTTT	  ;	  sh27a2	  :CCGGCCAGTGTACTTTACCAATATACTCGAGTATATTGGTAAAGTACACTGGTTTTT	  ;	  sh27b1	  :CCGGCCCAAATTCATCACTACAGTACTCGAGTACTGTAGTGATGAATTTGGGTTTTTG	  ;	  sh27b2	  :	  CCGGGATACTGTCAATGGTGGAAATCTCGAGATTTCCACCATTGACAGTATCTTTTTG.	  Après	   introduction	  des	  séquences	  codant	   les	  shRNA	  (par	   infection	  avec	   les	   lentivirus),	  les	   cellules	   sont	   cultivées	  en	  présence	  de	  puromycine	  à	  5	  µg/mL,	   excepté	  pendant	   les	  expériences	  de	  purification	  des	  exosomes	  et	  24	  heures	  avant	  les	  injections	  aux	  souris.	  Les	  souris	  SCID	  (Severe	   	  Combined	  ImmunoDeficiency)	  sur	  un	  fond	  Balb/c	  NOD	  (Non-­‐Obese	   Diabetic)	   proviennent	   de	   la	   compagnie	   Charles	   Rivers.	   Ces	   souris	   n’ont	   pas	   de	  lymphocytes	  T,	  B	  ni	  NK.	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Figure 2.9 : Inhibition de l’expression de RAB27A et de RAB27A dans les cellules 
MDA-MB-231, et influence sur la sécrétion des exosomes. 
A. Quantification par qRT-PCR de l’expression de RAB27A dans les cellules MDA-MB-231 
exprimant un shARN contrôle (Scr), un shARN spécifique de RAB27A (2 shARN testés : 
sh27A1 et sh27A2), un shARN spécifique de RAB27B (2 shARN testés : sh27B1 et sh27B2). 
n=1 (en triplicats). L’histogramme présente la moyenne et l’écart type des résultats. B. 
Quantification par qRT-PCR de l’expression de RAB27B dans ces mêmes cellules. n=1 (en 
triplicats). C. Quantification de la quantité de protéines exosomales sécrétées par les cellules 
MDA-MB-231 Scr, sh27A1 et sh27B2. Le résultat est présenté en µg par 10.106 cellules. D. 
Caractérisation et quantification des exosomes sécrétées par 15.106 cellules MDA-MB-231 
exprimant les shARN Scr, sh27A1 ou sh27B2. 30 µg de lysats de chaque cellule ont aussi été 
analysés. Seuls les marqueurs Alix et Tsg101 ont pu être détectés dans les exosomes, Hsc70 
ne semble être présent que dans les lysats et CD63 n’est observé ni dans les lysats ni dans les 
exosomes. 
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Croissance	  des	  tumeurs	  MDA-­‐MB-­‐231	  in	  vitro	  Les	  cellules	  MDA-­‐MB-­‐231	  Scr	  ou	  sh27A	  ont	  été	  mises	  culture	  en	  plaques	  96	  puits	  à	  fond	  plat.	  La	  quantité	  de	  cellules	  par	  puit	  est	  mesurée	  par	  ajout	  d’un	  substrat,	  la	  résazurine	  (3	  µL	  de	  AlamarBlue®,	   Invitrogen,	  dans	  100	  µL	  de	  milieu	  de	   culture	  pour	   chaque	  puits),	  qui	  change	  d’absorbance	  après	  avoir	  été	  réduit	  dans	  les	  cellules	  vivantes.	  L’absorbance	  à	  570	  nm	  est	  mesurée	  2	  heures	  après	  l’ajout	  du	  substrat	  à	  l’aide	  d’un	  spectrophotomètre	  lecteur	  de	  plaque,	  et	  est	  proportionnelle	  au	  nombre	  de	  cellules	  vivantes	  présentes	  dans	  chaque	  puits.	   La	  mesure	   est	   effectuée	   le	   jour	  de	   la	  mise	   en	  plaque	  puis	   tous	   les	   jours	  jusqu’au	  jour	  4	  (les	  cellules	  sont	  confluentes	  dès	  le	  jour	  3).	  	  
Croissance	  des	  tumeurs	  MDA-­‐MB-­‐231	  in	  vivo	  Les	  cellules	  tumorales	  humaines	  MDA-­‐MB-­‐231	  exprimant	  (Scr)	  ou	  non	  (sh27A)	  RAB27A	  sont	   injectées	   en	   sous-­‐cutané	   à	   raison	   de	   1.106	   cellules	   par	   souris.	   Le	   volume	   des	  tumeurs	  est	  mesuré	  tous	  les	  deux	  ou	  trois	  jours	  à	  l’aide	  d’un	  pied	  à	  coulisse	  (Caliper).	  	  
Purification	  et	  caractérisation	  des	  exosomes	  Les	   exosomes	   sont	   purifiés	   selon	   le	   protocole	   d’ultracentrifugations	   différentielles	  classique(Thery	   et	   al.,	   2006).	   Les	   exosomes	   sécrétés	   par	   15.106	   cellules	   et	   30	   µg	   de	  lysats	  de	  ces	  cellules	  sont	  analysés	  par	  western	  blot.	  Les	  anticorps	  utilisés	  sont	  :	  Hsc70	  (Stressgen	   Biotech),	   Tsg101	   (Genetex,	   clone	   4A10),	   Alix/AIP1	   (49/AIP1,	   BD	  Biosciences)	  et	  CD63	  (BD	  Biosciences,	  clone	  H5C6).	  	  Les	  protocoles	  suivants	  sont	  identiques	  à	  ceux	  décrits	  dans	  l’article	  «	  The	  small	  GTPase	  Rab27a	  can	  promote	  tumor	  progression	  by	  modifying	  the	  tumor	  microenvironment	  »	  :	  
Analyse	  de	   l’expression	  de	  Rab27a	  par	  qRT-­‐PCR	  ;	  Analyse	  des	  populations	   immunitaires	  ;	  
Réactifs	  	  
c)	  Résultats	  	   Nous	   avons	   utilisé	   deux	   séquences	   de	   shRNA	   différentes	   afin	   d’inhiber	  l’expression	   de	   RAB27A,	   deux	   autres	   pour	   inhiber	   l’expression	   de	   RAB27B	   et	   une	  séquence	   ne	   ciblant	   aucun	   gène	   (Scr).	   Nous	   avons	   ensuite	   évalué	   l’inhibition	   de	  l’expression	  de	  ces	  deux	  gènes	  dans	  les	  cellules	  MDA-­‐MB-­‐231	  par	  qRT-­‐PCR.	  Les	  shRNA	  
Figure 2.10 : Les tumeurs MDA-MB-231 n’exprimant pas RAB27A ont une 
croissance ralentie in vivo par rapport aux tumeurs contrôles. 
A. Croissance des cellules MDA-MB-231 in vitro. La quantité de cellules est mesurée à l’aide 
d’un substrat qui devient fluorescent après avoir été métabolisé dans les cellules (Alamar blue). 
Le résultat est présente en unités arbitraires (A.U.) pour une expérience. La quantification est 
effectuée le jour de la mise en culture puis tous les jours jusqu’à confluence (J4). B. Croissance 
des tumeurs MDA-MB-231 Scr et MDA-MB-231 sh27A1 après injection de 1.106 de ces cellules 
en sous-cutané à des souris Balb/c NOD SCID. Chaque ligne représente une souris 
individuelle. Une expérience avec 7 souris est représentée. C. Volume des tumeurs MDA-
MB-231  Scr et MDA-MB-231 sh27A1 aux jours 15 et 30. La barre horizontale représente la 
médiane. Analyse statistique : Test t de Student non paramétrique, * p<0,05 et ** p<0,01. 
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sh27A1	   et	   sh27A2	   permettent	   de	   réduire	   de	   80%	   la	   quantité	   d’ARNm	   RAB27A,	   mais	  elles	   entraînent	   aussi	   une	   diminution	   de	   30%	   et	   50%	   respectivement	   de	   la	   quantité	  d’ARNm	  RAB27B	   (figure	  2.9	  A	   et	  B).	  Les	  shRNA	  utilisés	  afin	  d’inhiber	   l’expression	  de	  RAB27B	  diminuent	   l’expression	  de	   ce	   gène	  de	  80%,	  mais	   le	   sh27B1	  diminue	   aussi	   de	  80%	   l’expression	  de	  RAB27A.	  Bien	  qu’ils	  ne	   soient	  pas	  parfaits,	   nous	   avons	  utilisé	   les	  shRNA	  sh27A1	  et	  sh27B2	  pour	  la	  suite	  de	  l’étude.	  	  	   Les	   exosomes	   des	   cellules	   MDA-­‐MB-­‐231	   exprimant	   les	   shRNA	   contrôle	   (Scr),	  sh27A1	   ou	   sh27B2	   ont	   été	   purifiés	   par	   ultracentrifugations.	   La	   quantité	   totale	   de	  protéines	   exosomales	   sécrétées	   ne	   montre	   pas	   de	   diminution	   de	   la	   sécrétion	   des	  exosomes	   par	   les	   cellules	   n’exprimant	   pas	   RAB27A	   ou	   RAB27B	   (figure	   2.9	   C).	   Au	  contraire,	  s’il	  y	  a	  une	  différence,	  celle-­‐ci	  serait	  plutôt	  dans	  le	  sens	  d’une	  augmentation	  de	  la	   sécrétion	   par	   rapport	   aux	   cellules	   contrôles.	   Lorsque	   nous	   avons	   recherché	   la	  présence	   des	  marqueurs	   sur	   les	   exosomes	   sécrétés	   par	   15.106	   cellules	   exprimant	   les	  shRNA	  Scr,	  sh27A1	  et	  sh27B2,	  nous	  n’avons	  pu	  détecter	  que	  Alix	  et	  Tsg101	  (figure	  2.9	  
D).	  Hsc70	  et	  CD63	  n’ont	  pas	  été	  détectés,	  et	  nous	  n’avons	  pas	  d’anticorps	  reconnaissant	  la	  protéine	  CD9	  humaine.	  Les	  deux	  marqueurs	  Alix	  et	  Tsg101	  sont	  augmentés	  dans	  les	  culots	  d’exosomes	  produits	  par	  les	  cellules	  MDA-­‐MB-­‐231	  sh27A1	  et	  sh27B2	  par	  rapport	  aux	   MDA-­‐MB-­‐231	   Scr.	   Ainsi,	   si	   RAB27A	   et	   RAB27B	   sont	   impliquées	   dans	   la	   voie	   de	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  ces	  cellules,	  elles	   le	   sont	   selon	  un	  mécanisme	  différent	  de	  celui	  existant	  dans	  les	  modèles	  murins	  que	  nous	  avons	  étudiés	  et	  dans	  le	  modèle	  humain	  HeLa.	  Si	  nous	  confirmons	  par	  la	  suite	  que	  l’inhibition	  de	  l’expression	  de	  RAB27A	  ou	  de	  RAB27B	  induit	  une	  augmentation	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes,	  alors,	  dans	  cette	  lignée	  cellulaire,	   les	   protéines	   RAB27	   pourraient	   avoir	   comme	   rôle	   d’inhiber	   la	   fusion	   des	  MVBs	  avec	  la	  membrane	  plasmique.	  	  	   Après	   avoir	   vérifié	   que	   les	   cellules	   MDA-­‐MB-­‐231	   exprimant	   ou	   non	   RAB27A	  proliféraient	  à	  la	  même	  vitesse	  in	  vitro	  (figure	  2.10	  A),	  nous	  avons	  étudié	  la	  croissance	  de	   ces	   tumeurs	  dans	  des	   souris	   immunodéficientes,	   les	   souris	  Balb/c	  NOD	  SCID.	   Pour	  cela,	  nous	  avons	  injecté	  1.106	  cellules	  en	  sous-­‐cutané	  et	  avons	  suivi	  la	  croissance	  sur	  un	  environ	  30	  jours	  (figure	  2.10	  B)	  :	   les	  tumeurs	  n’exprimant	  pas	  RAB27A	  poussent	  plus	  lentement	   que	   les	   tumeurs	   contrôles.	   La	   différence	   de	   taille	   entre	   les	   deux	   types	   de	  tumeurs	  est	  significative	  aussi	  bien	  au	  milieu	  de	  la	  croissance	  au	  jour	  15,	  qu’au	  jour	  30	  peu	  avant	  le	  sacrifice	  des	  souris	  (figure	  2.10	  C).	  RAB27A	  semble	  donc	  jouer	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  dans	  le	  modèle	  MDA-­‐MB-­‐231	  tout	  comme	  nous	  l’avons	  observé	  dans	  le	  modèle	  
Figure 2.11 :Analyse des populations myéloïdes infiltrant les tumeurs et présentes 
dans les rates des souris portant une tumeur MDA-MB-231 Scr ou sh27A. 
A. Comparaison de l’expression des marqueurs Ly6G et Ly6C par les cellules CD11b+ provenant 
de la rate d’une souris Balb/c sauvage (gauche) ou d’une souris Balb/c NOD SCID (droite). B. 
Exemples représentatifs des marquages CD11b, CD11c, Ly6G et Ly6C sur les cellules vivantes 
présentes dans les tumeurs MDA-MB-231 Scr et sh27A. C. Quantification des populations CD11b+ 
et CD11b+/Ly6G+ infiltrant les tumeurs à jour 33 (pourcentage parmi les cellules vivantes). D. 
Quantification des populations CD11b+ et CD11b+/Ly6G+ dans la rate de souris portant une tumeur 
(Scr et sh27A) ou de souris sans tumeur à jour 33 (pourcentage parmi les cellules vivantes). n=2 
expériences indépendantes, avec 8 souris portant les tumeurs MDA-MB-231 Scr (Scr), 8 souris 
portant les tumeurs MDA-MB-231 sh27A (sh27A) et deux souris contrôles sans tumeur (ctle). La 
barre horizontale représente la médiane. Analyse statistique test t de student non paramétrique 
(Mann Whitney) pour les tumeurs et One-way ANOVA non paramétrique (Kruskall-Wallis), post test 
de Dunn pour les rates. * p<0,05. 
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4T1.	  En	  revanche,	  les	  mécanismes	  impliqués	  seront	  très	  certainement	  différents	  si	  nous	  confirmons	  que	   l’inhibition	  de	  RAB27A	  n’induit	  pas	  de	  diminution	  de	   la	   sécrétion	  des	  exosomes	  dans	  le	  modèle	  MDA.	  	   Les	  populations	  immunitaires	  myéloïdes	  infiltrant	  les	  tumeurs	  MDA-­‐MB-­‐231	  ont	  été	  analysées	  par	  FACS	  (les	  populations	  lymphoïdes	  sont	  absentes	  des	  souris	  NOD	  SCID	  dans	  lesquelles	  poussent	  les	  tumeurs	  et	  n’ont	  donc	  pas	  été	  recherchées)	  (figure	  2.11).	  Les	  populations	  myéloïdes	  présentes	  dans	   les	  souris	  NOD	  SICD	  ne	  sont	  pas	   les	  mêmes	  que	   dans	   les	   souris	   sauvages	  :	   le	   marquage	   en	   FACS	   ne	   permet	   pas	   de	   mettre	   en	  évidence	   une	   population	   de	   neutrophiles	   exprimant	   à	   la	   fois	   Ly6C	   et	   Ly6G	   parmi	   les	  cellules	   exprimant	   le	   marqueur	   CD11b	   comme	   c’est	   le	   cas	   dans	   les	   souris	   sauvages	  (exemples	   de	   marquages	   sur	   les	   rates	  :	   figure	   2.11	   A).	   A	   l’inverse,	   une	   population	  CD11b+/Ly6G+/Ly6C-­‐	   absente	   dans	   les	   souris	   sauvages,	   représente	   une	   population	  quantitativement	   importante	   parmi	   les	   cellules	  myéloïdes	   des	   souris	  NOD	   SCID.	  Nous	  pouvons	   supposer	   que	   cette	   population	   correspond	   ou	   tout	   du	   moins	   contient	   les	  neutrophiles,	   mais	   nous	   ne	   l’avons	   pas	   vérifié.	   Nous	   avons	   comparé	   les	   populations	  myéloïdes	   infiltrant	   les	   tumeurs	  MDA-­‐MB-­‐231	  Scr	  et	  MDA-­‐MB-­‐231	  sh27A,	  et	  avons	  pu	  montrer	   que	   la	   proportion	   de	   cellules	   CD11b+	   infiltrant	   les	   tumeurs	   contrôles	   est	  significativement	   plus	   élevée	   que	   dans	   les	   tumeurs	   n’exprimant	   pas	   RAB27A.	   Tout	  comme	  dans	   le	  modèle	   4T1	  mais	   de	   façon	  moins	   flagrante,	   les	   tumeurs	  MDA-­‐MB-­‐231	  dans	   lesquelles	   l’expression	   de	   RAB27A	   a	   été	   inhibée	   recrutent	   moins	   de	   cellules	  CD11b+	  et	  plus	  particulièrement	  moins	  de	  celles	  exprimant	   le	  marqueur	  Ly6G	  (figure	  
2.11	  C).	  Cette	  même	  population	  est	  aussi	  significativement	  augmentée	  dans	  la	  rate	  des	  souris	   portant	   une	   tumeur	   MDA-­‐MB-­‐231	   contrôle	   mais	   pas	   dans	   la	   rate	   des	   souris	  portant	   une	   tumeur	   n’exprimant	   pas	   RAB27A	   (figure	   2.11	   D).	   Ainsi,	   l’inhibition	   de	  l’expression	  de	  RAB27A	  dans	  les	  cellules	  tumorales	  semble	  empêcher	  l’accumulation	  de	  cellules	  myéloïdes	  exprimant	   le	  marqueur	  Ly6G,	   comme	  nous	   l’avons	  mis	  en	  évidence	  dans	  le	  modèle	  4T1.	  RAB27A	  pourrait	  donc	  dans	  ce	  modèle	  humain	  de	  cancer	  du	  sein,	  comme	   dans	   le	   modèle	   murin	   4T1,	   jouer	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral	   en	   agissant	   sur	   le	  microenvironnement	  tumoral	  et	  plus	  particulièrement	  en	  influençant	  le	  recrutement	  de	  certaines	  populations	  myéloïdes.	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d)	  Discussion	  	   Les	   expériences	   préliminaires	   présentées	   dans	   cette	   partie	   avaient	   pour	   but	  d’étudier	  le	  rôle	  de	  RAB27A	  et	  RAB27B	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  une	  lignée	  tumorale	   humaine	   et	   dans	   la	   croissance	   de	   ces	   cellules	   tumorales	   in	   vivo.	   Seule	  l’inhibition	   de	   l’expression	   de	   RAB27A	   a	   pu	   être	   réalisée	   de	   façon	   relativement	  spécifique	   (avec	   tout	   de	   même	   une	   diminution	   de	   30%	   de	   l’expression	   de	   RAB27B).	  Cependant,	  l’analyse	  de	  l’expression	  des	  gènes	  RAB27A	  et	  RAB27B	  par	  qRT-­‐PCR	  n’a	  été	  effectuée	  qu’à	  un	  seul	  temps	  après	  introduction	  des	  shRNA	  et	  dans	  une	  seule	  expérience	  seulement.	  Il	  faudra	  donc	  réévaluer	  l’effet	  des	  shRNA	  sur	  l’expression	  de	  RAB27A	  et	  de	  RAB27B	  afin	  de	  s’assurer	  de	  leur	  spécificité.	  	   L’inhibition	   de	   l’expression	   de	   RAB27A	   n’a	   pas	   diminué,	   voire	   a	   augmenté,	   la	  sécrétion	   des	   exosomes	   par	   les	   cellules	   MDA-­‐MB-­‐231.	   Cependant,	   dans	   les	   deux	  expériences	  que	  nous	  avons	   réalisées,	   la	  quantité	  d’exosomes	   sécrétée	  par	   les	   cellules	  MDA-­‐MB-­‐231	  Scr	  est	  étonnamment	  basse,	  et	  nous	  préfèrerions	  confirmer	   les	  résultats	  obtenus	  avant	  de	  conclure	  quant	  au	  rôle	  (ou	  à	  l’absence	  de	  rôle)	  joué	  par	  RAB27A	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  les	  cellules	  humaines	  MDA-­‐MB-­‐231.	  	  	   Afin	  de	  pouvoir	   étudier	   la	   croissance	  de	   ces	   cellules	  humaines	   in	  vivo,	   nous	   les	  avons	   injectées	  dans	  des	   souris	   immunodéficientes,	   les	   souris	  Balb/c	  NOD	  SCID.	  Nous	  avons	   observé	   un	   net	   ralentissement	   de	   la	   croissance	   des	   tumeurs	   MDA-­‐MB-­‐231	  n’exprimant	   pas	   la	   protéine	   RAB27A	   par	   rapport	   aux	   tumeurs	   contrôles.	   RAB27A	  semble	   donc	   jouer	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral	   dans	   ce	  modèle.	   D’autre	   part,	   les	   populations	  myéloïdes	   infiltrant	   les	   tumeurs	   semblent	   être	   modulées	   de	   façon	   similaire	   à	   ce	   que	  nous	   avons	  observé	  dans	   les	   tumeurs	  4T1	  en	   fonction	  de	   l’expression	  de	  RAB27A.	  En	  effet,	  des	  cellules	  myéloïdes	  exprimant	  les	  marqueurs	  CD11b	  et	  Ly6G	  s’accumulent	  dans	  les	   tumeurs	   MDA-­‐MB-­‐231	   Scr	   et	   dans	   la	   rate	   des	   souris	   portant	   ces	   tumeurs.	   Cette	  accumulation	   semble	   être	   dépendante	   de	   l’expression	   de	   RAB27A	   par	   les	   cellules	  tumorales	  puisqu’elle	  n’est	   plus	   induite	  dans	   les	   souris	  portant	  une	   tumeur	  MDA-­‐MB-­‐231	   sh27A.	   Cependant,	   dans	   le	   modèle	   4T1,	   nous	   avons	   montré	   que	   les	   exosomes	  sécrétés	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   et	   associés	   à	   des	   facteurs	   solubles	   sont	  nécessaires	   à	   la	   modulation	   des	   populations	   immunitaires	   myéloïdes	   et	   à	  l’augmentation	   de	   la	   proportion	   de	   cellules	   de	   type	   granulocytes	   neutrophiles.	   Or	   ici,	  nous	  n’avons	  pu	  mettre	  en	  évidence	  de	  réduction	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  suite	  à	  l’inhibition	   de	   l’expression	   de	   RAB27A,	   favorisant	   l’hypothèse	   d’un	   mécanisme	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indépendant	  des	  exosomes	  et	  donc	  différent	  de	  celui	  discuté	  dans	  le	  modèle	  4T1.	  Nous	  n’avons	  pas	  encore	  évalué	  le	  rôle	  de	  RAB27A	  dans	  la	  sécrétion	  de	  facteurs	  solubles	  par	  les	  cellules	  MDA-­‐MB-­‐231,	  et	  il	  sera	  important	  de	  le	  faire	  par	  la	  suite.	  De	  plus,	  C.	  Recchi	  travaillant	  dans	  le	  laboratoire	  de	  M.	  Seabra	  travaille	  sur	  l’effet	  de	  l’inhibition	  de	  RAB27A	  sur	   les	   capacités	   migratoires	   ces	   cellules	   MDA-­‐MB-­‐231.	   Les	   résultats	   qu’elle	   obtient	  montrent	   que	   les	   cellules	   MDA-­‐MB-­‐231	   dans	   lesquelles	   l’expression	   de	   RAB27A	   est	  inhibée	   sécrètent	   moins	   de	   la	   métalloprotéase	   MTA-­‐MMP,	   de	   façon	   semble-­‐t-­‐il	  indépendante	   des	   exosomes.	   Ces	   cellules	   présentent	   alors	   des	   capacités	   réduites	   de	  migration	   en	   matrigel.	   Ainsi,	   nous	   ne	   pouvons	   pas	   négliger	   dans	   ce	   modèle,	   comme	  précédemment	   dans	   les	   modèles	   4T1	   et	   TS/A,	   le	   rôle	   de	   RAB27A	   dans	   les	   voies	   de	  sécrétion	  classiques.	  	  Concernant	   la	   réponse	   immunitaire	   induite	   par	   les	   tumeurs	   MDA-­‐MB-­‐231	  exprimant	   ou	   non	   RAB27A,	   deux	   aspects	   principaux	   compliquent	   l’élaboration	   d’un	  mécanisme	  et	  la	  comparaison	  avec	  ce	  que	  nous	  avons	  montré	  dans	  le	  modèle	  4T1	  :	  (1)	  Nous	   utilisons	   ici	   un	   modèle	   de	   souris	   immunodéficientes	   (souris	   NOD	   SCID)	   afin	  d’éviter	   le	   rejet	   des	   cellules	   MDA-­‐MB-­‐231	   uniquement	   pour	   la	   raison	   qu’elles	   sont	  d’origine	   humaine.	   Ainsi,	   la	   croissance	   des	   cellules	   MDA-­‐MB-­‐231	   est	   volontairement	  étudiée	   dans	   un	   contexte	   où	   la	   réponse	   immunitaire	   adaptative	   est	   absente.	   Nous	   ne	  pouvons	  donc	  pas	  analyser	   la	   réponse	   immunitaire	   tumorale	  dans	  sa	  globalité	  comme	  nous	  l’avons	  fait	  avec	  les	  tumeurs	  4T1.	  Il	  est	  tout	  de	  même	  possible	  d’étudier	  la	  réponse	  immunitaire	   innée	   et	   notamment	   les	   populations	   myéloïdes	   qui	   nous	   ont	   intéressés	  dans	  le	  modèle	  4T1,	  mais	  dans	  des	  conditions	  qui	  restent	  différentes	  de	  celles	  existant	  dans	   une	   souris	   sauvage	   avec	   un	   système	   immunitaire	   complet.	   La	   différence	   de	  croissance	  entre	  les	  tumeurs	  4T1-­‐Scr	  et	  les	  tumeurs	  4T1-­‐sh27A	  avait	  tout	  de	  même	  été	  mise	  en	  évidence	  aussi	  bien	  dans	   les	   souris	   immunodéficientes	   	  RAGγc-­‐/-­‐	  que	  dans	   les	  souris	   sauvages.	   Ainsi,	   si	   le	   même	   type	   de	   mécanisme	   de	   modulation	   du	   système	  immunitaire	  existe	  dans	  le	  modèle	  MDA-­‐MB-­‐231,	  il	  devrait	  pouvoir	  être	  mis	  en	  évidence	  dans	  les	  souris	  NOD	  SCID.	  Mais	  l’inconvénient	  de	  ces	  souris	  est	  que,	  en	  plus	  de	  l’absence	  des	   populations	   lymphoïdes	   LT,	   LB	   et	  NK,	   les	   populations	  myéloïdes	   ne	   semblent	   pas	  être	   les	  mêmes	  que	  celles	  observées	  dans	   les	  souris	  sauvages.	  En	  effet,	  dans	   les	  souris	  NOD	   SCID	   nous	   n’avons	   pas	   pu	   mettre	   en	   évidence	   une	   population	   de	   neutrophiles	  exprimant	   les	   deux	   marqueurs	   Ly6G	   et	   Ly6C.	   En	   revanche,	   nous	   avons	   vu	   une	  population	   exprimant	   uniquement	   le	  marqueur	   Ly6G,	   qui	   n’existe	   pas	   dans	   les	   souris	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sauvages	  et	  qui	  pourrait	   éventuellement	   correspondre	  aux	  neutrophiles,	  mais	  avec	  un	  phénotype	  différent	  et	  donc	  peut-­‐être	  une	  fonctionnalité	  différente.	  (2)	  Nous	  travaillons	  avec	   un	   modèle	   de	   tumeur	   humaine	   dans	   un	   hôte	   murin.	   Les	   facteurs	   solubles	   et	  vésiculaires	  produits	  par	  les	  cellules	  tumorales	  sont	  donc	  des	  facteurs	  humains,	  mais	  les	  molécules	  qui	  pourraient	  servir	  de	  récepteurs	  à	  ces	  facteurs	  sont	  des	  protéines	  murines.	  De	  nombreuses	  voies	  de	  communication	  et	  de	  signalisation	  existant	  entre	  la	  tumeur	  et	  son	  hôte	  via	   la	  sécrétion	  de	  facteurs	  solubles	  et	  vésiculaires	  ne	  pourront	  certainement	  pas	  se	  mettre	  en	  place	  correctement	  entre	  une	  tumeur	  humaine	  et	  un	  hôte	  murin.	  Etant	  donné	  que	  nous	  avons	  tout	  de	  même	  constaté	  un	  effet	  de	  l’inhibition	  de	  l’expression	  de	  RAB27A	  sur	  la	  croissance	  tumorale,	  il	  pourrait	  être	  intéressant	  de	  chercher	  les	  facteurs	  sécrétés	   (probablement	   sous	   forme	   soluble)	   potentiellement	   impliqués	   ici.	   Nous	  pouvons	  supposer	  que	  ces	  facteurs	  humains	  possèdent	  la	  capacité	  d’agir	  chez	  la	  souris,	  ce	  qui	  pourrait	  éventuellement	  restreindre	  l’éventail	  de	  possibilités.	  	   Ainsi,	  si	  RAB27A	  semble	  jouer	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  dans	  le	  modèle	  MDA-­‐MB-­‐231,	  et	  si	   le	  mécanisme	   immunitaire	   impliqué	   ici	   ressemble	  à	  celui	  observé	  dans	   le	  modèle	  4T1,	  des	  expériences	  complémentaires	  doivent	  être	  mises	  en	  place	  afin	  de	  vérifier	  ces	  premiers	  résultats	  et	  de	  mettre	  en	  évidence	  les	  mécanismes	  cellulaires	  et	  moléculaires.	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III.	  DISCUSSION	  
	  
A-­‐	  RESUME	  DES	  RESULTATS	  
	  Les	  travaux	  effectués	  au	  cours	  de	  ma	  thèse	  m’ont	  permis	  d’étudier	  divers	  aspects	  de	   la	   biologie	   cellulaire	   et	   de	   l’immunologie	   des	   tumeurs,	   en	   lien	   avec	   les	   exosomes.	  Dans	   le	   but	   d’étudier	   le	   rôle	   des	   exosomes	   dans	   la	   croissance	   tumorale,	   nous	   avons	  inhibé	   leur	   sécrétion	   en	   interférant	   avec	   l’expression	   de	   Rab27a	   dans	   des	   cellules	  tumorales	   murines.	   Cela	   nous	   a	   finalement	   menés	   vers	   trois	   angles	   d’étude	   (Figure	  
1.24)	  :	  	  (1)	   Caractérisation	   des	   populations	   d’exosomes	   sécrétées	   en	   présence	   et	   en	  absence	  de	  Rab27a.	  (2)	   Evaluation	   de	   l’implication	   de	   Rab27a	   dans	   la	   sécrétion	   d’autres	   types	   de	  vésicules	  et	  dans	  les	  voies	  de	  sécrétion	  des	  facteurs	  solubles.	  (3)	   Etude	   du	   comportement	   des	   tumeurs	   n’exprimant	   pas	   Rab27a	   in	   vivo,	   par	  rapport	   aux	   tumeurs	   contrôles,	   du	   point	   de	   vue	   de	   la	   vitesse	   de	   croissance,	   de	   la	  dissémination	  métastatique	  et	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  tumorale.	  Nous	  avons	  dans	  un	  premier	  temps	  constaté	  que	  Rab27a	  était	  impliquée	  dans	  la	  sécrétion	  d’une	  population	  de	  vésicules	  présentes	  dans	   le	   culot	  d’ultracentrifugation	  à	  100.000xg,	   mais	   d’autres	   populations	   dans	   ce	   culot	   sont	   sécrétées	   par	   une	   voie	  indépendante	   de	   Rab27a.	   Les	   populations	   de	   vésicules	   présentes	   dans	   le	   culot	  d’exosomes	   sont	   hétérogènes	   en	   taille,	   en	   densité	   et	   en	   composition	   protéique.	   Nous	  proposons	  que	  cette	  hétérogénéité	  pourrait	  être	  expliquée	  par	  différents	  mécanismes	  de	  biogenèse	  et	  de	  sécrétion	  des	  vésicules.	  	  Dans	   un	   second	   temps,	   nous	   avons	   étudié	   la	   spécificité	   d’action	   de	   la	   protéine	  Rab27a	  dans	   la	  voie	  de	  sécrétion	  des	  exosomes.	  Pour	  cela,	  nous	  avons	  quantifié	  d’une	  part	  la	  sécrétion	  des	  plus	  grosses	  vésicules	  ou	  	  «	  microvésicules	  »	  (culot	  de	  10.000xg)	  et	  d’autre	   part	   la	   sécrétion	   de	   différents	   facteurs	   solubles.	   Nous	   avons	   confirmé	   que	  Rab27a	   n’était	   pas	   impliquée	   dans	   la	   régulation	   de	   la	   sécrétion	   des	   vésicules	   plus	  grosses	  que	   les	   ILVs	  des	  MVBs	  et	  donc	   renforçant	   l’hypothèse	  qu’elles	   se	   forment	  par	  bourgeonnement	   de	   la	   membrane	   plasmique.	   En	   revanche,	   l’inhibition	   de	   Rab27a	  module	  la	  sécrétion	  de	  certains	  des	  facteurs	  solubles	  produits	  et	  libérés	  dans	  les	  milieux	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de	   culture	   par	   les	   cellules.	   La	   plupart	   du	   temps	   cette	   sécrétion	  est	   augmentée	   par	  l’inhibition	  de	  Rab27a	  comme	  c’est	  le	  cas	  pour	  G-­‐CSF	  (Csf3),	  KC	  (Cxcl1),	  MIP3α	  (Ccl20)	  et	  MCP-­‐1	   (Ccl2).	   Il	   semble	   ainsi	   que	   Rab27a	   soit	   impliquée	   dans	   la	   voie	   de	   sécrétion	  régulée	  de	  plusieurs	  facteurs	  solubles	  :	  nous	  proposons	  qu’elle	  participerait	  à	  empêcher	  la	  sécrétion	  en	  absence	  de	  stimulus,	   l’inhibition	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  entraînerait	  ainsi	  une	  augmentation	  de	  sécrétion	  qui	  pourrait	  alors	  se	  produire	  indépendamment	  de	  la	  réception	  d’un	  signal	  par	  la	  cellule	  (sécrétion	  constitutive).	  	   Enfin,	  le	  but	  de	  ce	  travail	  de	  thèse	  était	  d’étudier	  le	  rôle	  des	  exosomes	  sécrétés	  in	  
vivo	   dans	   la	   croissance	   tumorale	   et	   dans	   la	   réponse	   immunitaire	   tumorale.	   Dans	   le	  modèle	   de	   carcinome	   mammaire	   peu	   immunogène	   et	   métastatique	   4T1,	   nous	   avons	  montré	  que	  Rab27a	  jouait	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral,	  favorisant	  la	  croissance	  des	  tumeurs	  et	  la	  dissémination	  métastatique.	  En	  revanche,	  dans	  le	  modèle	  TS/A,	  Rab27a	  ne	  participe	  pas	   à	   la	   croissance	   tumorale.	   Des	   cellules	   de	   type	   neutrophiles	   ou	   myéloïdes	  suppressives	  sont	  recrutées	  par	  les	  tumeurs	  4T1	  de	  façon	  dépendante	  de	  l’expression	  de	  Rab27a.	   Cette	   population	   immunitaire	   ne	   s’accumule	   pas	   dans	   les	   tumeurs	   TS/A,	  montrant	   que	   ces	   tumeurs	   se	   comportent	   très	   différemment	   vis-­‐à-­‐vis	   du	   système	  immunitaire.	   Nous	   avons	   donc	   supposé	   que	   l’effet	   pro-­‐tumoral	   de	   Rab27a	   dans	   le	  modèle	  4T1	  était	  dû	  à	   son	   rôle	  dans	   le	   recrutement	  de	   cellules	   immunitaires	  pouvant	  induire	   un	   environnement	   favorable	   à	   la	   croissance	   de	   la	   tumeur.	   Ce	   serait	   par	   son	  implication	  dans	  diverses	  voies	  de	  sécrétion	  que	  Rab27a	  permettrait	  le	  recrutement	  de	  cette	   population	   immunitaire.	   Par	   des	   expériences	   réalisées	   in	   vitro	   nous	   avons	   pu	  mettre	  en	  évidence	  l’action	  conjointe	  des	  facteurs	  solubles	  libérés	  par	  les	  tumeurs	  mais	  aussi	   des	   exosomes	   sécrétés	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   dans	   l’induction	   de	   la	  population	   de	   cellules	   neutrophiles/MDSCs,	   dans	   le	   modèle	   4T1.	   Les	   données	  d’expression	  de	  RAB27A	  dans	  des	  biopsies	  de	  cancer	  du	  sein	  (de	  patientes	  de	  l’Hôpital	  Curie	  et	  à	  partir	  d’une	  banque	  publique	  de	  données)	  ont	  montré	  une	  surexpression	  de	  RAB27A	  dans	  les	  tumeurs	  humaines	  par	  rapport	  au	  tissu	  sain	  et	  plus	  particulièrement	  dans	   les	   tumeurs	   de	   stade	   avancé	   et	   de	   plus	   mauvais	   pronostic	   (ER-­‐	   HER2-­‐).	   Ceci	  corrèlerait	   avec	   un	   éventuel	   rôle	   pro-­‐tumoral	   de	   RAB27A	   chez	   l’Homme,	   mais	   pas	  nécessairement	   dans	   tous	   les	   types	   de	   tumeurs,	   tout	   comme	   nous	   l’avons	   vu	   chez	   la	  souris.	  	  Nous	  allons	  dans	   cette	  dernière	  partie	  du	  manuscrit	  discuter	   les	   limites	  de	  nos	  études	   et	   en	   comparer	   nos	   résultats	   avec	   les	   données	   de	   la	   littérature.	   Enfin,	   nous	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exposerons	   les	  perspectives	  de	  ces	   travaux	  dans	   le	  but	  de	  répondre	  aux	  questions	  qui	  restent	  encore	  en	  suspens.	  
	  
	  
B-­‐	  LES	  POPULATIONS	  DE	  VESICULES	  ET	  SOUS-­‐POPULATIONS	  
D’EXOSOMES	  	  
1/	  Les	  limites	  du	  travail	  	   Nous	   avons	   dans	   cette	   partie	   de	   mon	   projet	   de	   thèse	   étudié	   les	   différentes	  populations	   de	   vésicules	   sécrétées	   par	   les	   cellules,	   et	   co-­‐purifiées	   dans	   le	   culot	  d’exosomes.	   Ce	   travail	   met	   en	   avant,	   comme	   d’autres	   l’ont	   fait	   avant,	   l’importance	  d’établir	   une	   définition	   précise	   des	   exosomes	   qui	   soit	   adoptée	   par	   l’ensemble	   de	   la	  communauté	  travaillant	  sur	  ces	  vésicules.	  Actuellement,	  aucune	  définition	  n’est	  admise	  de	  façon	  consensuelle.	  Selon	  nous,	  le	  principal	  critère	  permettant	  de	  définir	  une	  vésicule	  comme	  étant	  un	  «	  exosome	  »	  est	  son	  origine	  endosomale	  :	  les	  exosomes	  sont	  le	  résultat	  de	   la	   sécrétion	   des	   vésicules	   intraluminales	   contenues	   dans	   les	   MVBs.	   Les	   critères	  complémentaires	   sont	   la	   densité,	   la	   taille	   et	   la	   composition	   en	  protéines	   et	   lipides	   (et	  certainement	  bientôt	  acides	  nucléiques),	  qui	  sont	  le	  reflet	  des	  caractéristiques	  des	  ILVs.	  Les	  exosomes	  sont	  des	  structures	  relativement	  difficiles	  à	  étudier	  :	  ces	  vésicules	  de	  l’ordre	  du	  nanomètre	  ne	  sont	  pas	  visibles	  en	  microscopie	  optique	  à	  fluorescence,	  ni	  directement	  par	  FACS	  (tout	  du	  moins	  pas	  par	  ceux	  qui	  sont	  à	  notre	  disposition	  dans	  le	  laboratoire)	  :	  ils	  sont	  trop	  petits	  par	  rapport	  à	  la	  résolution	  et	  aux	  capacités	  de	  détection	  de	   ces	   appareils.	   Ils	   ne	   peuvent	   être	   observés	   que	   par	   microscopie	   électronique	   à	  transmission,	  qui	  est	  une	  technique	  efficace,	  mais	  lourde	  à	  mettre	  en	  œuvre.	  Le	  nombre	  de	  protéines	  pouvant	  être	  co-­‐marquées	  sur	  un	  même	  échantillon	  est	   limité	  et	  certains	  anticorps	  ne	  fonctionnent	  d’ailleurs	  pas	  après	  les	  traitements	  subis	  par	  les	  échantillons.	  Nous	  n’avons	  ainsi	  pu	  étudier	  que	  la	  localisation	  de	  CD9	  de	  façon	  fiable,	  alors	  que	  nous	  aurions	  voulu	  comparer	  ce	  marquage	  au	  moins	  à	  celui	  de	  CD63.	  	  Nous	  avons	  voulu	  étudier	  les	  différentes	  populations	  de	  vésicules	  présentes	  dans	  les	  culots	  d’exosomes,	  mais	  il	  n’existe	  pas	  de	  techniques	  permettant	  de	  séparer	  de	  façon	  satisfaisante	  les	  vésicules	  dont	  la	  taille	  peut	  varier	  entre	  30	  et	  150	  nm	  de	  diamètre,	  ce	  qui	  est	  le	  cas	  des	  exosomes.	  Pour	  cette	  raison,	  il	  est	  difficile	  d’étudier	  ces	  populations	  de	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vésicules	  individuellement	  et	  de	  les	  comparer	  entre	  elles.	  La	  flottaison	  des	  vésicules	  sur	  un	   gradient	   de	   sucrose	   semble	   être	   l’une	   des	  meilleures	   façons	   de	   séparer	   au	  moins	  quelques	  unes	  de	  ces	  sous-­‐populations.	  Cependant,	   il	  n’y	  a	  pas	  eu	  d’étude	  réalisée	  afin	  d’évaluer	   les	   différentes	   possibilités	   de	   séparation	   des	   populations	   de	   vésicules,	   et	   de	  définir	  le	  meilleur	  protocole	  à	  utiliser	  dans	  ce	  but	  (temps	  de	  centrifugation,	   	  paliers	  de	  densité	   des	   fractions	   du	   gradient).	   Il	   faudra	   donc	   caractériser	   les	   populations	   de	  vésicules	  obtenues	  en	  fonction	  des	  divers	  protocoles	  de	  séparation	  et	  évaluer	  ce	  que	  l’on	  considère	  comme	  des	  sous-­‐populations	  distinctes	  ou	  non	  et	  si	  toutes	  sont	  des	  exosomes	  ou	  non.	  Un	  inconvénient	  technique	  des	  gradients	  de	  sucrose	  est	  qu’il	  est	  plus	  difficile	  de	  détecter	  certains	  marqueurs	  :	   le	  matériel	  étant	  réparti	  entre	  plusieurs	  fractions,	  seules	  les	   protéines	   très	   enrichies	   ou	   contre	   lesquelles	   il	   existe	   de	   bons	   anticorps	   (bonnes	  affinité	  et	  spécificité)	  seront	  détectables	  sur	  les	  fractions	  des	  gradients	  de	  sucrose.	  Nous	  n’avons	  ainsi	  dans	  notre	  étude	  pas	  pu	  mettre	  en	  évidence	  la	  localisation	  des	  marqueurs	  Tsg101,	   Alix,	   et	  Hsc70,	   et	   parfois	  même	   de	  Mfge8	   dans	   les	   fractions	   des	   gradients	   de	  sucrose.	  Enfin,	  une	  limite	  de	  notre	  étude,	  qui	  est	  vraie	  pour	  l’ensemble	  des	  résultats	  que	  nous	  avons	  présentés	  est	  le	  fait	  que	  nous	  n’avons	  utilisé	  qu’un	  seul	  shRNA	  afin	  d’inhiber	  l’expression	  de	  Rab27a	  ou	  de	  Rab27b.	  Nous	  avons	  pensé	  que	  les	  effets	  non	  spécifiques	  des	  shRNA,	  s’il	  y	  en	  avait,	  consisteraient	  principalement	  à	  inhiber	  l’expression	  de	  l’autre	  isoforme	  :	   l’ARNm	   le	  plus	  proche	  de	  Rab27a	   étant	  celui	  de	  Rab27b	   et	  vice	  versa.	  Nous	  avons	  en	  effet	  observé	  que	  la	  plupart	  des	  shRNA	  testés	  modulait	  l’expression	  des	  deux	  isoformes.	   C’est	   d’ailleurs	   pour	   cette	   raison	   que	   nous	   n’avons	   pu	   utiliser	   qu’un	   seul	  shRNA	   pour	   inhiber	   spécifiquement	   l’expression	   de	   Rab27a	   ou	   de	   Rab27b.	   De	   plus,	  l’absence	  d’anticorps	  reconnaissant	   très	  spécifiquement	  Rab27a	  et	  de	  Rab27b	  a	  rendu	  difficile	  la	  vérification	  de	  l’expression	  au	  niveau	  de	  la	  protéine.	  Si	  nous	  avons	  finalement	  pu	  en	  obtenir	  un	  pour	  Rab27a	  utilisable	  en	  western	  blot	  (Mr.	  Seabra	  (Tolmachova	  et	  al.,	  2004)),	  cela	  n’a	  pas	  été	  le	  cas	  pour	  Rab27b	  et	  nous	  n’avons	  donc	  pas	  pu	  quantifier	  cette	  isoforme	  dans	  nos	  cellules.	  Le	  risque	  d’un	  autre	  effet	  non	  spécifique	  par	  le	  shRNA	  reste	  possible	   et	   il	   serait	   plus	   prudent	   de	   confirmer	   nos	   résultats	   en	   induisant	   l’expression	  d’un	   dominant	   négatif	   de	   la	   protéine	   Rab27a	   ou	   de	   la	   protéine	   Rab27b	   ou	   encore	   en	  réalisant	  des	  expériences	  de	  complémentation	  par	  l’introduction	  d’ARNm	  de	  Rab27a	  ou	  Rab27b	  résistants	  aux	  shRNA	  dans	  les	  cellules	  exprimant	  ces	  shRNA.	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2/	  Comparaison	  avec	  les	  données	  de	  la	  littérature	  
a)	  Hétérogénéité	  des	  vésicules	  dans	  les	  culots	  d’exosomes	  De	  nombreux	  travaux	  avaient	  précédemment	  mis	  en	  évidence	  l’hétérogénéité	  des	  vésicules	   présentes	   dans	   les	   culots	   d’exosomes	  :	   les	   images	   obtenues	   en	   microscopie	  électronique	   à	   transmission	   des	   exosomes	   purifiés	   à	   partir	   des	  milieux	   de	   culture	   de	  lymphocytes	   B	   transformés	   par	   le	   virus	   EBV	   (Raposo	   et	   al.,	   1996),	   des	   cellules	  dendritiques	   (Thery	   et	   al.,	   1999;	   Zitvogel	   et	   al.,	   1998),	   des	   plaquettes	   (Heijnen	   et	   al.,	  1999),	  des	  cellules	  épithéliales	  intestinales	  (van	  Niel	  et	  al.,	  2001),	  des	  cellules	  tumorales	  (Andre	  et	  al.,	  2002b;	  Wolfers	  et	  al.,	  2001),	  des	   lymphocytes	  T	  (Blanchard	  et	  al.,	  2002),	  des	   cellules	   microgliales	   (Potolicchio	   et	   al.,	   2005)	   et	   neuronales	   (Faure	   et	   al.,	   2006).	  L’étude	  de	   la	   répartition	  de	   certains	  marqueurs	  après	   séparation	  des	  vésicules	   sur	  un	  gradient	  de	  sucrose	  montre	  que	  ceux-­‐ci	  ne	  se	  répartissent	  pas	  de	  façon	  identique	  entre	  les	  différentes	  fractions.	  Ainsi,	  une	  étude	  réalisée	  sur	  les	  exosomes	  de	  LB	  montre	  que	  les	  molécules	   du	   CMH	   II	   sont	   plus	   fortement	   enrichies	   dans	   la	   fraction	   de	   densité	   1,13	  g/mL,	   que	   CD82	   se	   répartit	   de	   façon	   égale	   dans	   les	   fractions	   de	   densité	   1,12	   et	   1,13	  g/mL	  et	  enfin,	  que	  CD81	  se	  trouve	  majoritairement	  dans	  les	  fractions	  1,13	  et	  1,14	  g/mL	  (Escola	   et	   al.,	   1998).	   Une	   autre	   étude	   réalisée	   sur	   les	   exosomes	   du	   liquide	   séminal	  (appelés	  prostasomes)	  montre	  aussi	  une	  répartition	  inégale	  des	  marqueurs	  CD9	  et	  PSCA	  (Prostate	  Stem	  Cell	  Antigen)	  entre	  les	  différentes	  fractions	  de	  vésicules	  obtenues	  après	  séparation	   en	   fonction	   de	   la	   taille	   par	   chromatographie	   d’exclusion	   (Aalberts	   et	   al.,	  2012).	  Plusieurs	  de	  ces	   fractions	  ont	  été	  groupées	  puis	  soumises	  à	  une	  séparation	  sur	  gradient	  de	  sucrose	  pendant	  16	  heures.	  De	  nouveau,	  les	  deux	  marqueurs	  ont	  un	  profil	  de	  répartition	  différent	  dans	  les	  diverses	  fractions:	  CD9	  est	  plus	  enrichi	  dans	  les	  fractions	  denses	   de	   1,23	   à	   1,26	   g/mL,	   alors	   que	   PSCA,	   qui	   est	   aussi	   présent	   dans	   ces	   mêmes	  fractions,	  est	  fortement	  détecté	  dans	  les	  fractions	  de	  densité	  1,12-­‐1,14	  g/mL.	  Cette	  étude	  montre	  aussi	  que	  si	  la	  flottaison	  dans	  le	  gradient	  est	  réalisée	  pendant	  32	  heures	  au	  lieu	  de	   16	   heures,	   alors,	   ces	   deux	   marqueurs	   présentent	   finalement	   un	   même	   profil	   de	  répartition	   en	   fonction	  de	   la	   densité,	   et	   ils	   sont	   tous	   les	   deux	  principalement	   enrichis	  dans	   les	   fractions	   1,12-­‐1,20	   g/mL.	   Ainsi,	   les	   vésicules	   flottant	   à	   des	   densités	   élevées	  après	  seulement	  16	  heures	  de	  centrifugation	  dans	  le	  gradient	  n’avaient	  pas	  atteint	  leur	  équilibre	  et	  présentent	  un	  «	  retard	  de	  flottaison	  ».	  L’étude	  en	  microscopie	  électronique	  à	  transmission	  montre	  que	  ces	  vésicules	  se	  différencient	  aussi	  par	  leur	  taille	  :	  56	  ±	  13	  nm	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de	  diamètre	  pour	  les	  vésicules	  de	  forte	  densité,	  et	  105	  ±	  25	  nm	  de	  diamètre	  pour	  celles	  de	   plus	   faible	   densité.	   Ainsi,	   au	   moins	   deux	   populations	   de	   prostasomes	   existent.	  Pourtant	  ces	  deux	  populations	  présentent	  les	  deux	  marqueurs	  CD9	  et	  PSCA	  (même	  si	  les	  proportions	  peuvent	  éventuellement	  varier)	  et	  ont	  la	  même	  densité	  après	  centrifugation	  à	   l’équilibre.	   Mais	   elles	   sont	   différentes	   en	   taille,	   en	   densité	   apparente	   après	   une	  flottaison	  de	  16	  heures	  sur	   le	  gradient	  de	  sucrose	  et	  une	  analyse	  plus	  poussée	  de	   leur	  composition	   a	   mis	   en	   évidence	   la	   présence	   de	   certaines	   protéines	   exclusivement	  présentes	   sur	   l’une	   ou	   l’autre	   de	   ces	   populations.	   Enfin,	   une	   autre	   étude	   avait	   aussi	  montré	  la	  possibilité	  pour	  une	  même	  cellule	  de	  sécréter	  deux	  populations	  de	  vésicules	  présentant	  les	  caractéristiques	  des	  exosomes	  et	  pourtant	  bien	  distinctes	  (van	  Niel	  et	  al.,	  2001).	  Dans	  cette	  étude,	  les	  auteurs	  ont	  analysé	  les	  exosomes	  sécrétés	  par	  des	  cellules	  épithéliales,	   en	   distinguant	   et	   en	   comparant	   les	   vésicules	   sécrétées	   au	  niveau	  du	  pôle	  basal	  et	  celles	  produites	  au	  niveau	  du	  pôle	  apical.	  Ces	  deux	  populations	  de	  vésicules	  sont	  différentes	  par	  leur	  morphologie,	  leur	  taille	  et	  leur	  composition.	  	  Nos	  résultats	  s’inscrivent	  donc	  dans	  la	  lignée	  de	  ces	  précédents	  travaux,	  et	  nous	  montrons	   aussi	   la	   présence	   de	   différentes	   populations	   d’exosomes	   sécrétés	   par	   les	  cellules	   épithéliales	   tumorales	   4T1.	   L’observation	   qui	   nous	   a	   amenés	   à	   étudier	   la	  présence	   éventuelle	   de	   différentes	   populations	   de	   vésicules	   est	   la	   différence	   de	  comportement	  de	  certains	  marqueurs	  exosomaux	  après	  inhibition	  de	  Rab27a	  :	  alors	  que	  CD63,	   Hsc70	   et	   Tsg101	   sont	   diminués	   dans	   les	   culots	   d’exosomes	   des	   cellules	  n’exprimant	  pas	  Rab27a,	  CD9	  et	  Mfge8	  ne	  sont	  pas	  modifiés.	  Ceci	  n’avait	  pas	  été	  observé	  dans	  l’étude	  réalisée	  dans	  le	  laboratoire	  avec	  les	  cellules	  humaines	  HeLa	  (Ostrowski	  et	  al.,	  2010)	  puisque	  les	  marqueurs	  CD9	  et	  Mfge8	  n’avaient	  pas	  été	  utilisés	  pour	  quantifier	  la	   sécrétion	   des	   exosomes	   des	   cellules	   exprimant	   ou	   non	   RAB27A	   (faute	   de	   bons	  anticorps).	   La	   séparation	   sur	   gradient	   de	   sucrose	   (après	   16	   heures	   et	   32	   heures	   de	  centrifugation)	   ainsi	   que	   l’analyse	   en	   microscopie	   électronique	   à	   transmission	   de	   la	  taille	   et	   de	   la	   morphologie	   des	   vésicules	   dans	   les	   culots	   d’exosomes	   des	   cellules	  exprimant	   ou	   non	   Rab27a	   nous	   ont	   permis	   de	   mettre	   en	   évidence	   au	   moins	   deux	  populations	   de	   vésicules	   dans	   ces	   culots.	   L’observation	   de	  marqueurs	   spécifiquement	  présents	  dans	   certaines	  des	   sous-­‐populations	  de	  vésicules	   identifiées	  dans	   les	   travaux	  précédents	  (Aalberts	  et	  al.,	  2012;	  van	  Niel	  et	  al.,	  2001)	  indiquait	  que	  des	  mécanismes	  de	  biogénèse	  différents	  pouvaient	   être	   impliqués	  dans	   la	   formation	  de	   ces	   vésicules.	  Nos	  résultats	  renforcent	  cette	  hypothèse	  en	  montrant	  que	  certaines	  vésicules	  nécessitent	  la	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Figure 3.1 : Schématisation des voies de sécrétion des différentes populations de vésicules 
extracellulaires. 
(1) Les cellules produisent des vésicules de taille très hétérogènes par bourgeonnement au niveau de la 
membrane plasmique : les microvésicules, les microparticules et les ectosomes. (2) D’autre part, les 
cellules sécrètent des exosomes, vésicules classiquement purifiées par des ultracentrifugations 
successives se terminant par une centrifugation à 100.000xg. Nous avons montré qu’une partie des 
vésicules ainsi purifiées semblait bien correspondre à des exosomes : leur sécrétion est dépendante de 
Rab27a (indiquant fortement une origine endosomale) et elles portent des marqueurs d’endosomes. (3) 
Une autre partie de ces vésicules est cependant produite de façon indépendante de Rab27a et elles 
portent les marqueurs Mfge8 et CD9 mais pas les marqueurs endosomaux. Nous ne savons pas si ces 
vésicules se forment dans des compartiments intracellulaires ou au niveau de la membrane plasmique. 
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présence	  de	  Rab27a	  pour	  pouvoir	  être	  sécrétées,	  alors	  que	  d’autres	  sont	  libérées	  dans	  le	  milieu	  extracellulaire	   selon	  un	  mécanisme	   indépendant	  de	  Rab27a.	  Nous	  pensons	  que	  les	   vésicules	   sécrétées	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   correspondent	   le	   mieux	   à	   la	  définition	   des	   exosomes	   de	   par	   leur	   très	   probable	   origine	   endosomale.	   En	   revanche,	  nous	  ne	  savons	  pas	  si	  les	  vésicules	  co-­‐centrifugées	  proviennent	  de	  la	  sécrétion	  d’autres	  compartiments	   intracellulaires	   de	   façon	   indépendante	   de	   Rab27a,	   ou	   d’un	  bourgeonnement	   au	   niveau	   de	   la	   membrane	   plasmique,	   et	   si	   elles	   sont	   ou	   non	   des	  exosomes.	  Pour	  résumer	  tout	  ceci,	  j’ai	  représenté	  dans	  la	  figure	  3.1	  les	  différents	  types	  de	  vésicules	  extracellulaires	  produites	  par	  les	  cellules,	  ainsi	  que	  leurs	  voies	  de	  sécrétion:	  (1)	   les	  microvésicules,	  microparticules	  et	  ectosomes	  qui	  bourgeonnent	  à	   la	  membrane	  plasmique,	  (2)	  les	  exosomes	  qui	  sont	  formés	  dans	  les	  MVBs	  puis	  libérés	  par	  fusion	  avec	  la	  membrane	  plasmique,	  et	  enfin	  (3)	  les	  autres	  vésicules	  co-­‐purifiées	  avec	  les	  exosomes	  et	  dont	  l’origine	  n’a	  pas	  été	  déterminée.	  	  
b)	  Les	  marqueurs	  d’exosome	  :	  quelle	  spécificité	  ?	  Le	  protocole	  classique	  de	  purification	  des	  exosomes	  indique	  que,	  après	  les	  étapes	  de	  purification	  par	  ultracentrifugation	  différentielle,	  la	  présence	  des	  exosomes	  dans	  les	  culots	  doit	  est	  vérifiée	  par	  microscopie	  électronique	  à	  transmission	  et	  par	   la	  détection	  de	   «	  marqueurs	   d’exosomes	  »	   par	   western	   blot.	   Les	   différentes	   protéines	   que	   nous	  avons	   utilisées	   comme	  des	  marqueurs	   d’exosomes	  :	   CD9,	  Mfge8,	   CD63,	  Hsc70,	   Alix,	   et	  Tsg101	  ont	  été	  découvertes	  dans	  les	  exosomes	  lors	  d’études	  protéomiques	  réalisées	  en	  1999	   et	   2001	   (Thery	   et	   al.,	   2001;	   Thery	   et	   al.,	   1999).	   Nous	   avons	   confirmé	   leur	  enrichissement	  dans	  les	  exosomes	  des	  lignées	  tumorales	  murines	  4T1,	  TS/A	  et	  MCA	  par	  rapport	   aux	   lysats	   cellulaires.	   De	   nombreux	   autres	   marqueurs	   des	   exosomes	   ont	   été	  caractérisés	  et	  sont	  répertoriés	  sur	  le	  site	  internet	  Exocarta	  (Mathivanan	  and	  Simpson,	  2009)	  et	  bientôt	  sur	  les	  sites	  EVpedia	  et	  vesiclepedia.	  Cependant,	  nous	  montrons	  ici	  que	  certains	  de	  ces	  marqueurs,	  CD9	  et	  Mfge8,	  ne	  sont	  pas	  spécifiques	  des	  exosomes	  :	  ils	  sont	  enrichis	  sur	  les	  plus	  petites	  vésicules	  présentes	  dans	  les	  culots	  d’exosomes	  et	  aussi	  sur	  les	  microvésicules	  qui	   sont	  purifiées	  après	  une	  centrifugation	  à	  10.000xg	   (pendant	  30	  min)	   (Figure	   3.1).	   Nous	   n’avons	   pu	   détecter	   de	   façon	   fiable	   la	   présence	   d’autres	  marqueurs	  sur	  les	  plus	  petites	  vésicules	  en	  microscopie	  électronique	  à	  transmission.	  En	  revanche	   nous	   avons	   pu	   mieux	   caractériser	   les	   microvésicules	   par	   western	   blot	   et	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montrer	   que	   les	   marqueurs	   CD63,	   Alix,	   Hsc70	   ou	   Tsg101	   n’y	   sont	   pas	   (ou	   très	   peu)	  présents.	   Ces	   résultats	   permettent	   de	   rappeler	   que	   le	   terme	   «	  marqueur	   exosomal	  »	  signifie	  que	   les	  protéines	  ainsi	  qualifiées	   sont	   très	   abondantes	   sur	   les	   exosomes,	  mais	  cela	  ne	   signifie	  pas	  qu’elles	  permettent	  d’identifier	   spécifiquement	   les	   exosomes	  et	  de	  les	   distinguer	   des	   autres	   vésicules,	   contrairement	   à	   l’utilisation	   qu’en	   font	   de	  nombreuses	  personnes.	  	  
3/	  Perspectives	  	   Nous	  avons	  identifié	  différentes	  populations	  d’exosomes	  en	  fonction	  de	  :	  (1)	  leur	  mode	  de	  sécrétion	  dépendant	  ou	  non	  de	  Rab27a,	  (2)	   leur	  différence	  de	  comportement	  dans	   le	   gradient	   de	   sucrose	   (densité	   et	   retard	  de	   flottaison),	  (3)	   leur	   taille	   évaluée	   en	  microscopie	   électronique,	   (4)	   la	   proportion	   des	   différents	   marqueurs	   qu’elles	  contiennent.	  Pour	  approfondir	   l’étude,	  nous	  pourrions	  caractériser	  plus	  complètement	  les	  différentes	  fractions	  de	  vésicules	  qui	  sont	  séparées	  après	  16	  heures	  de	  centrifugation	  sur	   le	   gradient	  de	   sucrose	   (et	  notamment	   les	   vésicules	  qui	  n’ont	  pas	   encore	   atteint	   la	  densité	   d’équilibre	   par	   rapport	   à	   celles	   qui	   l’ont	   déjà	   atteinte).	   Il	   serait	   notamment	  intéressant	  d’analyser	  leur	  morphologie	  en	  microscopie	  électronique	  à	  transmission,	  et	  leur	  composition	  en	  protéines,	  lipides	  et	  acides	  nucléiques.	  Les	  fonctions	  des	  différentes	  populations	  ainsi	  identifiées	  seront	  ensuite	  étudiées.	  Dans	  un	  premier	  temps,	  nous	  nous	  intéresserions	   plus	   particulièrement	   à	   leurs	   effets	   sur	   les	   cellules	   du	   système	  immunitaire.	  	  Nous	   aurions	   aussi	   souhaité	   séparer	   et	   caractériser	   d’une	   part	   les	   vésicules	  sécrétées	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   et	   d’autre	   part	   celles	   sécrétées	   de	   façon	  indépendante	  de	  Rab27a.	  Nous	  n’avons	  actuellement	  pas	  les	  outils	  nous	  permettant	  de	  faire	  cela.	  En	  revanche,	  en	  approfondissant	  la	  caractérisation	  et	  la	  comparaison	  entre	  les	  vésicules	   sécrétées	   par	   les	   cellules	   exprimant	   ou	   non	   Rab27a,	   nous	   pourrions	  éventuellement	  mettre	  en	  évidence	  des	  marqueurs	  spécifiques	  de	  chacun	  des	  deux	  types	  de	  vésicules.	  Dans	  les	  études	  réalisées	  sur	  les	  prostasomes	  et	  les	  cellules	  épithéliales	  des	  marqueurs	  spécifiques	  de	  chacune	  des	  populations	  d’exosomes	  ont	  été	  mis	  en	  évidence	  par	  analyse	  protéomique	  (Aalberts	  et	  al.,	  2012;	  van	  Niel	  et	  al.,	  2001)	  et	   la	  présence	  de	  deux	   d’entre	   elles	  a	   été	   confirmée	   par	   western	   blot	   :	   GLIPR2	   (glioma	   pathogenesis	  related	   2)	   et	   Annexine	   A1.	   Ces	   marqueurs	   pourraient	   donc	   être	   recherchés	   dans	   les	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culots	   d’exosomes	   des	   cellules	   exprimant	   ou	   non	   Rab27a.	   Les	   marqueurs	   CD63,	   Alix,	  Hsc70	   et	   Tsg101	   semblent	   aussi	   de	   bons	   candidats	   en	   tant	   que	   possibles	  marqueurs	  spécifiques	  de	   la	  population	  sécrétée	  de	   façon	  dépendante	  de	  Rab27a,	  étant	  donnée	   la	  forte	   diminution	   de	   leur	   présence	   dans	   les	   culots	   d’exosomes	   après	   inhibition	   de	  Rab27a.	   Ils	   sont	   tout	   de	   même	   encore	   détectables	   dans	   ces	   culots,	   ce	   qui	   peut	  s’expliquer	  par	  une	   sécrétion	   résiduelle	  de	   la	  population	  de	  vésicules	  via	   les	  quelques	  protéines	  Rab27a	  encore	  produites	  dans	  ces	  cellules	  (l’inhibition	  par	  le	  shRNA	  n’est	  pas	  de	   100%)	   ou	   alors	   par	   leur	   présence	   sur	   les	   autres	   vésicules	   sécrétées	   de	   façon	  indépendante	  de	  Rab27a.	  Nos	  données	  ne	  permettent	  pour	  le	  moment	  pas	  de	  conclure,	  une	   analyse	   en	   microscopie	   électronique	   avec	   de	   bons	   anticorps	   pourrait	  éventuellement	  nous	  aider	   à	  déterminer	   s’ils	   sont	  des	  marqueurs	   restrictifs	  ou	  non.	   Il	  pourrait	  aussi	  être	   intéressant	  de	  séparer	  avec	  des	  billes	  couplées	  à	  un	  anticorps	  anti-­‐CD63	  les	  populations	  exprimant	  ou	  non	  CD63	  et	  de	  comparer	  ce	  que	  l’on	  obtient	  à	  partir	  des	   culots	   d’exosomes	   des	   cellules	   contrôles	   ou	   de	   cellules	   n’exprimant	   pas	   Rab27a.	  Enfin,	  une	  technique	  d’analyse	  des	  exosomes	  par	  cytométrie	  en	  flux	  (avec	  le	  cytomètre	  BD	  InfluxTM)	  est	  actuellement	  utilisée	  dans	  le	  laboratoire	  de	  W.	  Stoorvogel	  et	  elle	  est	  en	  train	   d’être	   perfectionnée	   afin	   de	   pouvoir	   analyser	   de	   plus	   en	   plus	   de	   paramètres.	  Actuellement,	  elle	  permet	  de	  distinguer	  des	  populations	  d’exosomes	  en	  fonction	  de	  leur	  taille	  et	  de	   leur	  composition	   (deux	  marqueurs	  peuvent	  être	  analysés	  en	  même	   temps)	  (Hoen	   et	   al.,	   2011).	   L’utilisation	   de	   cette	   nouvelle	   technique	   pour	   comparer	   les	  populations	  de	  vésicules	  présentes	  dans	  les	  culots	  d’exosomes	  des	  cellules	  exprimant	  ou	  non	  Rab27a	  pourrait	  nous	  permettre	  de	  mieux	  les	  caractériser.	  	   Les	  lipides	  et	  acides	  nucléiques,	  en	  plus	  des	  protéines	  seront	  aussi	  certainement	  différents	   d’une	   population	   de	   vésicules	   à	   l’autre.	   Lorsque	   nous	   serons	   capables	   de	  séparer	   efficacement	   les	   différentes	   populations	   de	   vésicules,	   il	   faudra	   analyser	   leur	  composition	  en	  lipides	  et	  surtout	  en	  acides	  nucléiques.	  Il	  existe	  des	  lipides	  fluorescents	  qui	   marquent	   différentes	   membranes	   et	   organites	   de	   la	   cellule	   en	   fonction	   de	   leur	  composition	   en	   lipides	   et	   de	   leur	   fluidité.	   Les	   lipides	   fluorescents	   sui	   se	   concentrent	  dans	   les	   compartiments	   endosomaux	   se	   retrouvent	   ensuite	   dans	   les	   exosomes.	   Une	  étude	  a	  montré	  que	  lorsque	  les	  exosomes	  de	  certaines	  cellules	  leucémiques	  sont	  isolés	  en	  fonction	  de	  leur	  composition	  en	  CMH	  II,	  en	  CD81	  et	  en	  CD63	  (avec	  des	  billes	  couplées	  à	   des	   anticorps	   reconnaissant	   spécifiquement	   ces	   protéines),	   ils	   ne	   présentent	   pas	   le	  même	  enrichissement	  pour	  les	  trois	  différents	  lipides	  fluorescents	  utilisés(Laulagnier	  et	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al.,	   2005).	   Etant	   donné	   que	   chacun	   de	   ces	   marqueurs	   était	   présent	   dans	   des	  compartiments	   distincts	   de	   la	   cellule,	   ces	   résultats	   semblent	   indiquer	   que	   les	  populations	   d’exosomes	   mises	   en	   évidence	   sont	   le	   résultat	   de	   différentes	   voies	   de	  biogenèse.	   Les	   résultats	   d’expériences	   réalisées	   à	   l’aide	   de	   marqueurs	   lipophiles	  fluorescents	  doivent	  cependant	  toujours	  être	  regardés	  avec	  précaution	  dans	  le	  sens	  où	  des	   agrégats	   de	   ces	   marqueurs	   peuvent	   être	   co-­‐centrifugés	   avec	   les	   exosomes,	   et	   un	  marquage	   non	   spécifique	   assez	   important	   est	   d’ailleurs	   visible	   dans	   l’une	   des	  expériences	   de	   cette	   publication.	   Ces	  méthodes	   sont	   donc	   intéressantes	  mais	   doivent	  être	   utilisées	   avec	   prudence	   et	   en	   combinaison	   avec	   les	   autres	   techniques	   plus	  classiques	  (microscopie	  électronique,	  western	  blot,	  gradient	  de	  sucrose).	  	   Pour	  finir,	  nous	  avons	  montré	  que	  des	  marqueurs	  classiques	  des	  exosomes,	  CD9	  et	  Mfge8,	  sont	  aussi	   fortement	  enrichis	  sur	   les	  microvésicules	  purifiées	  à	  10.000xg.	  De	  plus,	   ces	  deux	  marqueurs	  ne	   sont	  pas	  affectés	  par	   l’inhibition	  d’expression	  de	  Rab27a	  alors	  que	  les	  autres	  marqueurs	  sont	  diminués	  dans	  les	  culots	  d’exosomes.	  La	  plupart	  des	  marqueurs	  d’exosomes	  identifiés	  et	  désormais	  répertoriés	  sur	  le	  site	  internet	  Exocarta,	  n’ont	   pas	   été	   analysés	   sur	   les	   microvésicules	   et	   ils	   n’ont	   souvent	   pas	   non	   plus	   été	  analysés	  après	  séparation	  des	  vésicules	  sur	  un	  gradient	  de	  sucrose.	  Une	  réanalyse	  de	  la	  présence	   de	   ces	   marqueurs	   sur	   les	   exosomes,	   les	   microvésicules	   et	   sur	   les	   vésicules	  sécrétées	  de	  façon	  dépendante	  ou	  indépendante	  de	  Rab27a	  doit	  être	  réalisée	  par	  la	  suite	  afin	  de	  mieux	  connaître	  les	  marqueurs	  que	  nous	  utilisons.	  	  	  
C-­‐	  LE	  ROLE	  DES	  PROTEINES	  RAB27	  DANS	  LES	  VOIES	  DE	  SECRETION	  	  
1/	  Les	  limites	  du	  travail	  Nous	   avons	   étudié	   le	   rôle	   des	   protéines	   Rab27a	   et	   Rab27b	   dans	   les	   voies	   de	  sécrétion	  des	   exosomes,	   des	  microvésicules	   et	   des	  protéines	   solubles	  dans	  différentes	  lignées	  tumorales	  murines.	  L’expression	  des	  protéines	  Rab27a	  et	  Rab27b	  a	  été	  inhibée	  à	  l’aide	   de	   shRNA	   par	   infection	   lentivirale.	   Nous	   avons	   ensuite	   quantifié	   les	   exosomes	  (protéines	   totales	   ou	  marqueurs	   exosomaux),	   les	  microvésicules	   (idem)	   et	   un	   certain	  nombre	   de	   facteurs	   solubles	   (crible	   de	   144	   protéines	   Cytokine	   Antibody	   Microarray,	  ELISA,	   CBA/Luminex).	   Nous	   avons	   ainsi	   montré	   que	   Rab27a	   était	   nécessaire	   à	   la	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sécrétion	  des	  exosomes	  mais	  pas	  à	  celle	  des	  microvésicules,	  et	  participait	  à	  la	  sécrétion	  de	  plusieurs	  facteurs	  solubles.	  Nous	  n’avons	  cependant	  pas	  étudié	  de	  façon	  exhaustive	  le	  rôle	  de	  Rab27a	  dans	  la	  sécrétion	  des	  facteurs	  solubles	  :	  nous	  avons	  ciblé	  notre	  étude	  sur	  les	   facteurs	   de	   croissance,	   cytokines	   et	   chimiokines,	   et	   nous	   n’avons	  mesuré	   de	   façon	  quantitative	   qu’une	   partie	   des	   protéines	   identifiées	   sur	   les	   membranes	   du	   crible	   et	  n’avons	   donc	   pas	   validé	   tous	   les	   résultats	   obtenus	   par	   le	   criblage.	   Nous	   avons	   ainsi	  quantifié	  la	  sécrétion	  de	  G-­‐CSF,	  KC,	  MCP-­‐1,	  MIP3α	  et	  Cxcl16,	  mais	  les	  métalloprotéases	  MMP2	  pour	  TS/A,	  MMP3	  et	  pro-­‐MMP9	  pour	  4T1	  ont	  aussi	  une	  sécrétion	  qui	  semble	  être	  affectée	  par	  l’inhibition	  de	  Rab27a	  et	  nous	  ne	  les	  avons	  pas	  étudiées	  plus	  en	  détails.	  Ce	   qui	   ressort	   de	   cette	   étude,	   est	   la	   diversité	   des	   rôles	   que	   joue	   la	   protéine	  Rab27a	  dans	  plusieurs	   voies	  de	   sécrétion.	  Toutefois,	   nous	  n’avons	  pas	   approfondi	   ces	  résultats	   avec	   d’autres	   méthodes	   de	   biologie	   cellulaire	   :	   étude	   en	   microscopie	   à	  fluorescence	   des	   compartiments	   intracellulaires	   arborant	   Rab27a	   (responsables	   de	   la	  sécrétion	   des	   exosomes	   ou	   des	   facteurs	   solubles)	   et	   leur	   caractérisation,	   analyse	   des	  mouvements	   de	   ces	   compartiments	   de	   sécrétion	   et	   de	   leur	   ancrage	   à	   la	   membrane	  plasmique	   par	   microscopie	   à	   ondes	   évanescentes	   par	   exemple.	   L’absence	   d’anticorps	  spécifiques	  de	  Rab27a	  utilisables	  en	  microscopie	  complique	  l’étude	  des	  compartiments	  qui	   recrutent	   cette	   protéine	  :	   il	   est	   alors	   nécessaire	   d’introduire	   dans	   les	   cellules	   un	  plasmique	  codant	   la	  protéine	  Rab27a	   fusionnée	  à	  une	  protéine	   fluorescente	  comme	   la	  GFP.	  Ceci	  conduit	  donc	  à	  une	  surexpression	  de	  Rab27a,	  et	  ne	  permet	  pas	  de	  visualiser	  directement	  la	  localisation	  de	  la	  protéine	  endogène,	  mais	  c’est	  un	  moyen	  fréquemment	  utilisé	  en	  biologie	  cellulaire	  pour	  étudier	  la	  localisation	  de	  certaines	  protéines.	  	  
2/	  Comparaison	  avec	  les	  données	  de	  la	  littérature	  
a)	  Les	  protéines	  Rab	  et	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  Nous	  avons	  mis	  en	  évidence	  un	  rôle	  de	  la	  protéine	  Rab27a	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes,	   ou	   d’une	   population	   d’exosomes,	   mais	   pas	   dans	   la	   sécrétion	   des	  microvésicules,	   par	   trois	   lignées	   tumorales	  murines	  :	  MCA,	   TS/A	   et	   4T1.	   En	   revanche,	  Rab27b	  ne	  participe	  pas	  à	  cette	  voie	  de	  sécrétion	  contrairement	  à	  ce	  qui	  a	  été	  montré	  dans	  la	  lignée	  humaine	  HeLa.	  Dans	  la	  lignée	  MDA-­‐MB-­‐231	  (humaine),	  aucune	  des	  deux	  isoformes	   ne	   semble	   participer	   à	   la	   sécrétion	   des	   exosomes,	   même	   si	   ces	   résultats	  restent	   à	   confirmer.	  Ainsi,	   nos	  données	   soulignent	   la	   variété	  des	  voies	  de	   sécrétion	  et	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des	  acteurs	  moléculaires	  impliqués	  dans	  ces	  voies	  selon	  les	  cellules	  considérées	  :	  espèce,	  type	  cellulaire,	  modèle	  tumoral	  et	  caractéristiques	  propres	  à	  ce	  modèle	  par	  rapport	  à	  un	  autre.	   Comme	   nous	   l’avons	   vu	   en	   introduction,	   les	   données	   que	   l’on	   trouve	   dans	   la	  littérature	  sur	  les	  possibles	  mécanismes	  de	  biogenèse	  des	  vésicules	  intraluminales	  dans	  les	  MVBs	  pointent	  aussi	  vers	  une	  diversité	  des	  mécanismes	  de	  biogenèse	  des	  exosomes.	  Chaque	  type	  cellulaire	  pourrait	  donc	  utiliser	   l’un	  ou	  plusieurs	  de	  ces	  mécanismes,	  et	   il	  est	  probable	  qu’il	  n’y	  ait	  pas	  un	  mécanisme	  généralisable	  à	  tous	  les	  types	  cellulaires	  tout	  comme	  il	  n’existe	  peut-­‐être	  pas	  non	  plus	  une	  voie	  qui	  soit	  spécifique	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes.	  Dans	  la	  famille	  des	  petites	  GTPases	  Rab,	  Rab11	  et	  Rab35	  peuvent	  participer	  à	  la	  sécrétion	  des	  exosomes.	  Rab11	  semble	  être	  principalement	  impliquée	  dans	  une	  voie	  de	   sécrétion	   régulée	   (et	   non	   constitutive)	   des	   exosomes	   dans	   une	   lignée	   leucémique	  érythrocytaire(Savina	  et	  al.,	  2005).	  Dans	  cette	  étude,	  les	  auteurs	  montrent	  d’ailleurs	  que	  ce	   rôle	   de	   Rab11	   dépend	   du	   type	   cellulaire	   considéré	   et	   du	   niveau	   d’expression	   de	  Rab11,	  tout	  comme	  nous	  observons	  que	  Rab27a	  et	  Rab27b	  ne	  sont	  pas	  impliqués	  dans	  la	   sécrétion	   des	   exosomes	   par	   tous	   les	   types	   cellulaires.	   Rab35	   est	   nécessaire	   à	   la	  sécrétion	  de	   vésicules	  portant	   la	  PLP	   (protéine	  protéolipide)	  par	   les	   oligodendrocytes	  (Hsu	   et	   al.,	   2010).	   Cependant	   dans	   cette	   étude,	   les	   vésicules	   étudiées	   n’ont	   pas	   été	  caractérisées	   par	   microscopie	   électronique,	   ni	   par	   western	   blot	   (recherche	   des	  marqueurs	   classiques	   d’exosomes).	   Il	   n’est	   ainsi	   pas	   connu	   si	   cette	   protéine	   est	  impliquée	   dans	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   par	   plusieurs	   types	   cellulaires,	   ou	  uniquement	  dans	  la	  sécrétion	  d’une	  population	  particulière	  de	  vésicules	  ou	  d’exosomes,	  sécrétée	   par	   les	   oligodendrocytes.	   Le	   criblage	   sur	   les	   protéines	   Rab	   réalisé	   au	  laboratoire	  n’avait	  pas	  permis	  de	  mettre	  en	  évidence	  un	  rôle	  de	  Rab11	  et	  de	  Rab35	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  les	  cellules	  tumorales	  humaines	  HeLa.	  	  Pour	  cette	  raison,	  et	  de	  par	  les	  informations	  données	  dans	  les	  articles	  décrivant	  leur	   rôle	   dans	   la	   sécrétion	   des	   exosomes,	   nous	   avons	   pensé	   que	   Rab11	   et	   Rab35	  participaient	   à	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   dans	   des	   cellules	   et	   dans	   des	   conditions	  particulières,	   et	   nous	   avions	   choisi	   pour	  notre	   projet	   d’interférer	   avec	   l’expression	  de	  Rab27a	  et	  Rab27b	  pour	  moduler	  la	  sécrétion	  des	  exosomes.	  Nous	  montrons	  finalement	  que	  Rab27a	  et	  Rab27b	  ne	  sont	  pas	  non	  plus	  impliquées	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  dans	  tous	  les	  types	  cellulaires,	  et	  dans	  ces	  cas-­‐là	  d’autres	  Rab	  pourraient	  alors	  remplir	  ce	   rôle.	   En	   conclusion,	   il	   est	   important	   de	   vérifier	   l’effet	   de	   l’inhibition	   de	   Rab27a	   et	  
Figure 3.2 : Hypothèse sur les mécanismes moléculaires impliquant Rab27a dans la 
voie de sécrétion des exosomes. 
Les corps multivésiculaires sont transportés dans le cytoplasme vers la périphérie cellulaire le long 
des microtubules par des moteurs moléculaires comme les kinésines. Rab27a pourrait participer au 
transfert des MVBs vers le cytosquelette d’actine sous-cortical, rôle joué par Rab27b dans les 
cellules HeLa. Rab27a recruterait pour cela un effecteur capable d’interagir avec la myosine, moteur 
moléculaire présent sur les microfilaments d’actine. Les MVBs atteignent ainsi la membrane 
plasmique sur laquelle ils vont s’ancrer avant de fusionner. Rab27a pourrait à ce niveau-là participer 
à l’ancrage en recrutant un autre effecteur capable d’interagir directement avec la bicouche lipidique 
(PS) ou avec des protéines associées à celle-ci (syntaxines, SNAP). Après cette étape d’ancrage 
suit l’étape de fusion, libérant les ILVs dans le milieu extracellulaire. D’autre part, comme il avait été 
proposé dans les cellules HeLa, Rab27a pourrait empêcher la fusion des MVBs entre eux ou avec 
d’autres compartiments intracellulaires, leur permettant de fusionner avec la membrane plasmique. 
Microtubule 
Corps 
multivésiculaire 
kinésine 
GTP 
Groupements 
géranylgéranyl 
Rab27a 
Vésicule 
intraluminale 
Microfilament 
d’actine 
Effecteur 
de Rab27a 
Transfert des MVBs 
des microtubules 
sur l’actine 
Ancrage des MVBs 
à la membrane 
plasmique 
Inhibition de la fusion 
avec d’autres 
compartiments 
Myosine V Effecteur 
de Rab27a 
	   128	  
Rab27b	  sur	  la	  sécrétion	  des	  exosomes,	  et	  sur	  les	  autres	  types	  de	  sécrétion,	  avant	  de	  les	  utiliser	  pour	  étudier	  les	  fonctions	  physiologiques	  des	  exosomes.	  	  
b)	  Rab27a	  et	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  Nous	  avons	  montré	  dans	  plusieurs	  modèles	  cellulaires	  murins	  que	  Rab27a	  était	  nécessaire	  à	  la	  sécrétion	  des	  exosomes.	  Du	  point	  de	  vue	  mécanistique,	  notre	  hypothèse	  est	   que	  Rab27a	   agirait	   de	   la	  même	   façon	  que	  dans	   les	   cellules	  HeLa	  :	   elle	   permettrait	  l’ancrage	   des	  MVBs	   à	   la	  membrane	   plasmique	   et/ou	   empêcherait	   la	   fusion	   des	  MVBs	  entre	   eux	   (leur	   permettant	   de	   fusionner	   avec	   la	   membrane	   cellulaire).	   De	   plus,	   la	  protéine	  Rab27b	  n’étant	  pas	   impliquée	  dans	   la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	   les	   lignées	  murines	  alors	  qu’elle	  l’était	  dans	  les	  cellules	  humaines,	  nous	  pouvons	  imaginer	  que	  dans	  ces	   cellules	   Rab27a	   jouerait	   aussi	   le	   rôle	   endossé	   par	   RAB27B	   dans	   les	   cellules	  humaines	  :	   le	   transfert	   des	   MVBs	   depuis	   le	   cytosquelette	   de	   microtubules	   vers	   le	  cytosquelette	   cortical	   d’actine	   (en	   plus	   du	   rôle	   d’ancrage)	   (Figure	   3.2).	   Ainsi,	   le	  mécanisme	  de	  sécrétion	  des	  MVBs	  serait	  alors	  semblable	  au	  mécanisme	  de	  sécrétion	  des	  mélanosomes	  dans	   lesquels	   Rab27a	   est	   à	   la	   fois	   impliquée	   dans	   le	   transport	   des	  mélanosomes	  vers	  la	  périphérie	  de	  la	  cellule	  (Fukuda	  et	  al.,	  2002b;	  Wu	  et	  al.,	  2002),	  et	  dans	   l’ancrage	   de	   ces	   compartiments	   à	   la	  membrane	   plasmique	   (Kuroda	   and	   Fukuda,	  2004).	  	  	  
c)	  Rab27a	  et	  la	  sécrétion	  de	  facteurs	  solubles	  Nous	  avons	  montré	  dans	  les	  modèles	  TS/A	  et	  4T1	  que	  la	  protéine	  Rab27a,	  en	  plus	  de	  participer	  à	  la	  voie	  de	  sécrétion	  des	  exosomes	  portant	  des	  marqueurs	  endosomaux,	  participe	   à	   la	   sécrétion	   de	   facteurs	   solubles.	   L’inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a,	  lorsqu’elle	  module	   la	   sécrétion	  d’un	   facteur	   soluble,	   entraine	  dans	   la	  majorité	   des	   cas	  une	   augmentation	   de	   cette	   sécrétion.	   Cet	   effet	   est	   donc	   opposé	   à	   celui	   observé	   sur	   la	  sécrétion	   des	   exosomes,	   indiquant	   un	   rôle	   différent	   de	   Rab27a	   dans	   le	   mécanisme	  moléculaire	  de	  chacune	  de	  ces	  voies	  de	  sécrétion.	  Tous	  les	  facteurs	  solubles	  n’ont	  pas	  la	  même	  dépendance	  vis-­‐à-­‐vis	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  :	  selon	  les	  résultats	  du	  crible	  sur	  membrane,	  la	  plupart	  des	  chimiokines	  sécrétées	  par	  les	  cellules	  4T1	  et	  TS/A	  le	  sont	  de	  façon	  indépendante	  de	  Rab27a.	  Notre	  hypothèse	  est	  donc	  que	  Rab27a	  serait	  d’une	  part	  
Figure 3.3 : Hypothèses sur les mécanismes moléculaires impliquant Rab27a dans la 
voie de sécrétion des facteurs solubles. 
Nos résultats indiquent que Rab27a contrôlerait négativement la voie de sécrétion des chimiokines. 
Notre hypothèse est que Rab27a inhiberait l’exocytose de façon constitutive des compartiments 
contenant ces chimiokines. Cet effet inhibiteur serait levé dès la réception d’un stimulus, permettant 
l’exocytose de façon régulée. Rab27a pourrait être ainsi impliquée à deux niveaux de la voie de 
sécrétion : A. au niveau de l’ancrage à la membrane plasmique ou B. au niveau de l’ancrage aux 
microfilaments d’actine. C’est en stabilisant l’ancrage à l’un ou l’autre de ces niveaux que Rab27a 
empêcherait toute sécrétion en l’absence d’un stimulus.  
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impliquée	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  d’origine	  endosomale,	  et	  d’autre	  part	  dans	  la	  sécrétion	  régulée	  de	  certains	  facteurs	  solubles.	  	  Nous	  supposons	  qu’il	  existerait	  des	  compartiments	   intracellulaires	  distincts	  des	  MVBs	  impliqués	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  et	  qui	  contiendraient	  certains	  facteurs	  solubles	  (parmi	  lesquels	  nous	  avons	  identifié	  le	  G-­‐CSF,	  KC,	  MCP-­‐1	  et	  MIP-­‐3α)	  et	  dont	  la	  sécrétion	  serait	  régulée	  par	  Rab27a.	  Une	  première	  hypothèse	  pour	  expliquer	  le	  rôle	  de	  Rab27a	  dans	  cette	  soie	  de	  sécrétion	  serait	  que	  Rab27a,	  après	  avoir	  été	  recrutée	  sur	  ces	  compartiments,	   participerait	   leur	   ancrage	   à	   la	   membrane	   plasmique,	   mais	   sous	   une	  forme	  dite	  «	  inerte	  »,	  en	  attendant	   l’induction	  de	  la	  fusion	  par	  un	  stimulus	  (Figure	  3.3	  
A).	  Ainsi,	  lorsque	  l’expression	  de	  Rab27a	  est	  inhibée	  dans	  les	  cellules,	  la	  sécrétion	  de	  ces	  compartiments	   se	   ferait	  de	   façon	   constitutive,	   indépendamment	  de	   tout	   stimuli,	   ayant	  pour	  conséquence	  l’augmentation	  de	  la	  quantité	  de	  cytokines	  libérées	  dans	  le	  milieu	  de	  culture.	   Cela	   suppose	   que	   d’autres	  molécules	   permettraient	   l’ancrage	   des	   vésicules	   et	  Rab27a	   interviendrait	  pour	   stabiliser	   l’ancrage	  et	  prévenir	   la	   fusion	  dan	   l’attente	  d’un	  signal	   de	   sécrétion.	   L’existence	   de	   «	  vésicules	   inertes	  »	   ancrées	   à	   la	   membrane	  plasmique	  a	  déjà	  été	  mise	  en	  évidence	  dans	   les	  cellules	  β–pancréatiques	  et	   les	  cellules	  neuroendocrines.	   En	   effet,	   la	   surexpression	  de	   Slp4,	   un	   effecteur	   de	  Rab27a,	   dans	   ces	  cellules	   entraine	   une	   augmentation	   des	   vésicules	   ancrées	   à	   la	   membrane	   mais	   une	  diminution	   de	   leur	   sécrétion	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   (Coppola	   et	   al.,	   2002;	  Fukuda	   et	   al.,	   2002a;	   Torii	   et	   al.,	   2004;	   Torii	   et	   al.,	   2002;	   Tsuboi	   and	   Fukuda,	   2006).	  Pourtant	   la	   surexpression	   de	   Rab27a	   dans	   ces	   mêmes	   cellules	   entraîne	   une	  augmentation	  et	  non	  une	  diminution	  de	   la	   sécrétion,	   indiquant	  que	  Rab27a	  permet	   la	  constitution	  d’un	  pool	  de	  vésicules	  ancrées	  à	  la	  membrane	  plasmique,	  disponibles	  pour	  la	  fusion	  lorsqu’un	  stimulus	  est	  reçu	  par	  la	  cellule	  (Fukuda	  et	  al.,	  2002a;	  Yi	  et	  al.,	  2002).	  Rab27a	  peut	  donc	  jouer	  à	  la	  fois	  le	  rôle	  de	  régulateur	  positif	  et	  de	  régulateur	  négatif	  (via	  Slp4)	   de	   la	   sécrétion	   de	   granules	   spécifiques.	   Nos	   résultats	   s’opposent	   à	   ceux	   de	   la	  surexpression	  de	  Rab27a	  dans	   les	  cellules	  neuroendocrines,	  mais	   ils	  corrèlent	  avec	   les	  expériences	   d’inhibition	   ou	   de	   surexpression	   de	   Slp4,	   indiquant	   un	   possible	   rôle	   de	  Rab27a	   dans	   l’ancrage	   de	   vésicules	   «	  inertes	  »	   à	   la	  membrane	   plasmique	   des	   cellules	  épithéliales	  4T1	  et	  TS/A.	  	  Un	  autre	  mécanisme	  pourrait	  expliquer	  comment	  l’inhibition	  de	  Rab27a	  induirait	  une	  augmentation	  de	  la	  sécrétion	  des	  facteurs	  solubles	  (Figure	  3.3	  B).	  En	  effet,	  il	  a	  été	  montré	   dans	   les	   cellules	   chromaffines	   des	   glandes	   médullosurrénales	   que	   Rab27a	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participait	   à	   l’ancrage	   des	   vésicules	   au	   cytosquelette	   cortical	   d’actine	   après	   transfert	  depuis	  le	  réseau	  de	  microtubules	  et	  avant	  ancrage	  et	  fusion	  à	  la	  membrane	  plasmique.	  Une	   surexpression	   de	   Rab27a	   entraîne	   alors	   un	   ancrage	   excessif	   des	   granules	   de	  sécrétion	   aux	   microfilaments	   d’actine,	   inhibant	   leur	   interaction	   avec	   la	   membrane	  plasmique	  et	  donc	   la	   sécrétion	  de	   leur	  contenu	  (Desnos	  et	  al.,	  2003).	  Dans	   les	  cellules	  4T1	  et	  TS/A,	  Rab27a	  pourrait	  donc	  maintenir	  les	  vésicules	  de	  sécrétion	  ancrées	  sur	  les	  microfilaments	  d’actine	  en	  attendant	  un	  signal	  qui	  induirait	  la	  reprise	  du	  transport	  et	  la	  fusion.	  Selon	  ce	  mécanisme,	   l’inhibition	  de	  Rab27a	  induirait	  en	  effet	  une	  augmentation	  de	   la	   sécrétion	   des	   facteurs	   solubles,	   à	   condition	   toutefois	   que	   d’autres	   protéines	  permettent	  l’attachement	  et	  le	  transport	  des	  vésicules	  de	  sécrétion	  sur	  le	  cytosquelette	  d’actine.	  	  Les	   données	   de	   la	   littérature	   soulignent	   la	   grande	   variété	   de	   fonctions	   que	   les	  protéines	   Rab27,	   et	   plus	   particulièrement	   Rab27a,	   peuvent	   exercer	   dans	   les	   voies	   de	  sécrétion	  de	  compartiments	  spécialisés.	  Nos	  résultats	  montrent	  que	  Rab27a	  peut	  jouer	  différents	  rôles	  dans	  différentes	  voies	  de	  sécrétion	  au	  sein	  d’un	  même	  type	  cellulaire.	  	  	  
3/	  Perspectives	  	   Rab27a	  participe	   aux	   voies	   de	   sécrétion	   des	   exosomes	   et	   de	   plusieurs	   facteurs	  solubles	  selon	  des	  mécanismes	  moléculaires	  visiblement	  différents,	  mais	  lesquels	  ?	  Pour	  répondre	   à	   cette	   question	   nous	   voudrions	   étudier	   les	   compartiments	   intracellulaires	  responsables	   de	   ces	   deux	   types	   de	   sécrétion	   et	   leur	   comportement	   en	   présence	   ou	  absence	  de	  Rab27a.	  	  (1)	   Concernant	   le	   versant	   «	  exosomes	  »,	   nous	   analyserons	   le	   nombre,	   la	   répartition	  subcellulaire	   et	   la	   taille	   des	  MVBs,	   par	  microscopie	   à	   fluorescence	   et	   par	  microscopie	  électronique	   à	   transmission,	   puis	   les	   déplacements	   de	   ces	   compartiments	   et	   leur	  ancrage	   à	   la	   membrane	   plasmique	   par	   microscopie	   à	   onde	   évanescente.	   Nous	  comparerons	  ensuite	  nos	  données	  avec	  les	  résultats	  obtenus	  dans	  les	  cellules	  humaines	  HeLa	  par	  Ostrowski,	  M.	  et	  al.	  afin	  de	  déterminer	  si	   les	   fonctions	   jouées	  par	   la	  protéine	  Rab27a	  murine	  dans	   les	  cellules	  4T1	  et	  TS/A	  sont	   les	  mêmes	  que	  celles	  des	  protéines	  humaines	  RAB27A	  et	  RAB27B.	  Le	  mécanisme	  moléculaire	  pourra	  ensuite	  être	  complété	  en	   déterminant	   quels	   effecteurs	   de	   Rab27a	   participent	   à	   son	   action	   dans	   la	   voie	   de	  sécrétion	  des	  exosomes.	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(2)	   Concernant	   le	   rôle	   de	   Rab27a	   dans	   la	   sécrétion	   des	   facteurs	   solubles,	   il	   serait	  intéressant	   d’analyser	   par	   microscopie	   à	   fluorescence	   dans	   quels	   compartiments	  cellulaires	  se	   trouvent	   les	   facteurs	  solubles	  G-­‐CSF,	  KC,	  MCP-­‐1,	  MIP-­‐3α	  et	  RANTES	  et	  si	  l’on	  peut	  mettre	  en	  évidence	  le	  recrutement	  de	  Rab27a	  sur	  ces	  compartiments.	  Comme	  des	  anticorps	  spécifiques	  de	  Rab27a	  ne	  sont	  pas	  disponibles,	   il	   faudra	  induire	  dans	  les	  cellules	   l’expression	   de	   la	   protéine	   Rab27a	   fusionnée	   à	   la	   GFP.	   Nous	   pourrons	   alors	  visualiser	   les	   compartiments	   qui	   portent	   Rab27a	   à	   leur	   surface	   en	   microscopie	   à	  fluorescence	  mais	  aussi	  en	  microscopie	  électronique	  à	  transmission.	  Par	  marquage	  des	  cytokines	  d’intérêt,	  ou	  si	  nécessaire	  expression	  de	  ces	  cytokines	  fusionnées	  à	  une	  autre	  protéine	   fluorescente,	   nous	   étudierons	   le	   contenu	   en	   chimiokines	   des	   compartiments	  ayant	  recruté	  Rab27a.	  Ces	  compartiments	  seront	  ensuite	  caractérisés	  (présence	  ou	  non	  de	   marqueurs	   spécifiques	   des	   différents	   compartiments	   intracellulaires),	   puis	   leur	  localisation,	   leur	   morphologie,	   leurs	   déplacements	   et	   leur	   capacité	   d’ancrage	   à	   la	  membrane	  plasmique	  seront	  analysés	  en	  présence	  et	  en	  absence	  de	  Rab27a	  dans	  le	  but	  de	  comprendre	  le	  rôle	  de	  la	  petite	  GTPase	  dans	  la	  sécrétion	  des	  facteurs	  solubles.	  Enfin,	  nous	   rechercherons	   quels	   sont	   les	   effecteurs	   de	   Rab27a	   qui	   sont	   nécessaires	   à	   son	  implication	   dans	   la	   voie	   de	   sécrétion	   régulée	   des	   facteurs	   solubles.	   Nous	   nous	  demandons	  notamment	   si	   ce	   sont	  des	   effecteurs	  différents	  qui	   sont	   impliqués	  dans	   la	  voie	   de	   sécrétion	   des	   exosomes	   et	   dans	   la	   voie	   de	   sécrétion	   des	   facteurs	   solubles.	  L’hypothèse	   privilégiée	   serait	   que	   ce	   ne	   soit	   en	   effet	   pas	   les	   mêmes	   effecteurs	   qui	  participent	   à	   chacune	   des	   deux	   voies,	   permettant	   à	   Rab27a	   de	   jouer	   différentes	  fonctions,	   d’une	  part	   dans	   une	   voie	   de	   sécrétion	   constitutive	   et	   d’autre	   part	   dans	   une	  voie	   de	   sécrétion	   régulée,	   mais	   cela	   reste	   à	   déterminer.	   Enfin,	   il	   serait	   intéressant	  d’étudier	   le	   rôle	   de	   Rab27a	   dans	   la	   sécrétion	   des	   chimiokines	   par	   les	   cellules	  immunitaires,	  qui	  sont	  des	  cellules	  spécialisées	  dans	  ce	  type	  de	  sécrétion.	  La	  plupart	  des	  mécanismes	  moléculaires	  impliqués	  dans	  la	  sécrétion	  régulée	  de	  nombreuses	  cytokines	  par	   les	   diverses	   populations	   immunitaires	   ne	   sont	   pas	   connus	   et	   les	   protéines	   Rab27	  pourraient	  être	  de	  bonnes	  candidates	  à	  étudier	  dans	  ce	  contexte,	  en	  plus	  de	  leurs	  rôles	  déjà	  connu	  dans	   la	  sécrétion	  de	  granules	  dans	   les	   lymphocytes	  T	  (Haddad	  et	  al.,	  2001;	  Stinchcombe	   et	   al.,	   2001),	   neutrophiles	   (Herrero-­‐Turrion	   et	   al.,	   2008;	   Johnson	   et	   al.,	  2010),	  cellules	  NK	  (Liu	  et	  al.,	  2010a)	  et	  plaquettes	  (Tiwari	  et	  al.,	  2003;	  Tolmachova	  et	  al.,	  2007).	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   Enfin,	   le	  criblage	  que	  nous	  avons	  effectué	  a	  révélé	  que	   la	  sécrétion	  de	  certaines	  métalloprotéases,	  MMP2	  et	  pro-­‐MMP9,	  était	  diminuée	  par	  l’inhibition	  de	  Rab27a.	  Nous	  nous	  demandons	  si	   cette	  diminution	  est	  due	  à	   l’incorporation	  de	  ces	  métalloprotéases	  dans	   les	   exosomes.	  Nous	  allons	  donc	  quantifier	   la	  présence	  de	  MMP2	  et	   (pro-­‐)	  MMP9	  par	  ELISA	  ou	  western	  blot	  dans	  les	  exosomes	  des	  cellules	  4T1	  ou	  TS/A.	  Si	  les	  exosomes	  sont	  porteurs	  de	  ces	  métalloprotéases,	  ils	  pourraient	  favoriser	  la	  croissance	  tumorale	  et	  la	  dissémination	  métastatique,	  et	  ainsi	  jouer	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  que	  nous	  n’avons	  pas	  étudié	  au	  cours	  de	  mon	  projet	  de	  thèse.	  	  	   	  	  	  
D-­‐	  LES	  EXOSOMES	  ET	  LA	  REPONSE	  IMMUNITAIRE	  TUMORALE	  	  
1/	  Les	  limites	  du	  travail	  	   Dans	  cette	  étude,	  le	  rôle	  des	  exosomes	  dans	  la	  réponse	  immunitaire	  tumorale,	  ou	  plus	   généralement	   dans	   la	   croissance	   tumorale	   et	   le	   développement	  métastatique,	   est	  difficile	  à	  montrer	  avec	  certitude	  pour	  plusieurs	  raisons	  :	  	  (1)	   La	   première	   est	   que	   nous	   n’avons	   pas	   pu	   montrer	   le	   maintien	   de	   l’inhibition	   de	  l’expression	  de	  Rab27a	  in	  vivo,	  pendant	  et	  à	  la	  fin	  de	  la	  croissance	  des	  tumeurs.	  En	  effet,	  Rab27a	  est	  exprimée	  très	  fortement	  par	  plusieurs	  populations	  de	  cellules	  immunitaires,	  dont	   les	   neutrophiles	   qui	   envahissent	   les	   tumeurs	   4T1	   en	   très	   grand	   nombre,	   ce	   qui	  masque	  le	  niveau	  d’expression	  dans	  les	  cellules	  tumorales.	  	  (2)	   Nous	   n’avons	   pas	   non	   plus	   pu	   mesurer	   la	   quantité	   d’exosomes	   sécrétés	   par	   les	  tumeurs	   dans	   la	   circulation	   sanguine	   des	   animaux	   car	   nous	   ne	   possédons	   pas	   de	  marqueurs	  nous	  permettant	  de	  distinguer	  les	  exosomes	  tumoraux	  des	  autres	  exosomes	  produits	   dans	   l’organisme.	   Nous	   n’avons	   donc	   pas	   pu	   confirmer	   le	   maintien	   de	  l’inhibition	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  in	  vivo.	  Les	  tumeurs	  auraient	  pu	  être	  dissociées	  et	  remises	  en	  culture	  afin	  de	  quantifier	   la	  sécrétion	   in	  vitro	  après	   la	  croissance	   in	  vivo.	  Cependant,	   il	   y	   a	   beaucoup	   de	   cellules	   en	   nécrose	   dans	   les	   tumeurs,	   et	   les	   étapes	   de	  dissociation	  augmentent	  encore	  le	  nombre	  de	  cellules	  mortes.	  Les	  cultures	  seraient	  donc	  fortement	   contaminées	   par	   des	   grosses	   vésicules	   et	   des	   corps	   apoptotiques,	   ne	  permettant	   pas	   une	   quantification	   correcte	   de	   la	   sécrétion	   des	   exosomes.	  De	   plus,	   les	  tumeurs	  4T1	  contrôles	  et	  celles	  n’exprimant	  pas	  Rab27a	  ont	  des	  tailles	  très	  hétérogènes,	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la	  quantité	  de	  cellules	  nécrotiques	  sera	  donc	  très	  différente	  entre	  les	  deux	  conditions	  ce	  qui	  pourrait	  induire	  un	  biais	  dans	  les	  quantifications.	  Ce	  type	  de	  culture	  ex	  vivo	  ne	  nous	  semble	  donc	  pas	  permettre	  une	  quantification	  fiable	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes.	  	  (3)	   Le	   rôle	   réellement	   joué	  par	   les	   exosomes	  dans	  notre	   étude	   a	   été	   particulièrement	  remis	   en	   cause	   par	   le	   fait	   que	   Rab27a	   n’agit	   pas	   spécifiquement	   dans	   leur	   voie	   de	  sécrétion.	   En	   inhibant	   Rab27a,	   nous	   modulons	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   et	   de	  chimiokines,	   ce	   qui	   signifie	   que	  nous	  modulons	   l’environnement	   tumoral	   de	  plusieurs	  façons.	  Nous	  avons	  dû	  réaliser	  des	  expériences	  complémentaires	  in	  vitro	  afin	  de	  montrer	  que	   les	  exosomes	  étaient	   impliqués	  dans	   la	  modulation	  des	  populations	   immunitaires,	  mais	   aussi	   qu’ils	   n’agissaient	   pas	   seuls	   et	   que	   les	   facteurs	   solubles	   étaient	   importants	  pour	  permettre	  leur	  action.	  	  	   Nous	  avons	  identifié	  une	  population	  de	  cellules	  immunitaires,	  les	  neutrophiles	  ou	  les	   cellules	  myéloïdes	   suppressives,	   qui	   s’accumulent	   beaucoup	  dans	   les	   tumeurs	   4T1	  contrôles,	   mais	   très	   peu	   dans	   les	   tumeurs	   4T1	   n’exprimant	   pas	   Rab27a.	   Nous	   avons	  donc	  supposé	  que	  cette	  population	  recrutée	  de	   façon	  dépendante	  de	  Rab27a	  (et	  peut-­‐être	  des	  exosomes)	  pouvait	  être	  responsable	  de	  l’effet	  pro-­‐tumoral	  de	  Rab27a	  dans	  ces	  tumeurs.	   Cependant,	   il	   est	   difficile	   de	   savoir	   si	   la	   modulation	   du	   recrutement	   de	   ces	  neutrophiles/MDSCs	  est	  la	  cause	  ou	  la	  conséquence	  des	  différences	  de	  croissance.	  Nous	  aurions	  voulu	  montrer	  le	  rôle	  pro-­‐tumoral	  de	  ces	  cellules	  immunitaires,	  mais	  :	  	  (1)	  Nous	   n’avons	   pas	   réussi	   à	   dépléter	   efficacement	   les	   neutrophiles/MDSCs	   dans	   les	  souris	  ni	  dans	  les	  tumeurs	  à	  l’aide	  de	  l’anticorps	  spécifique	  anti-­‐Ly6G	  (clone	  1A8)	  dont	  l’utilisation	  et	  l’efficacité	  ont	  pourtant	  été	  montrées	  dans	  plusieurs	  études	  (Daley	  et	  al.,	  2008;	  Fridlender	   et	   al.,	   2009).	  Nous	  pensons	  que	   la	   tumeur	  4T1	   induit	   l’accumulation	  d’une	  telle	  quantité	  de	  neutrophiles	  dans	  la	  souris	  (rate,	  sang,	  tumeur)	  qu’il	  est	  presque	  impossible	  de	  les	  dépléter	  efficacement,	  même	  avec	  une	  grande	  quantité	  d’anticorps.	  Un	  groupe	  a	  tout	  de	  même	  effectué	  une	  déplétion	  des	  neutrophiles	  dans	  des	  souris	  portant	  des	  tumeurs	  4T1	  (Granot	  et	  al.,	  2011).	  Le	  protocole	  utilisé	  (injection	  de	  l’anticorps	  tous	  les	  jours	  puis	  deux	  fois	  par	  jour	  à	  partir	  du	  14e	  jour	  de	  croissance)	  et	  la	  faible	  efficacité	  de	   la	   déplétion	   dans	   le	   sang	   après	   le	   10e	   jour	   de	   croissance	   confirme	   la	   difficulté	   à	  éliminer	   cette	   population	   immunitaire	   dans	   le	   cas	   du	  modèle	   4T1.	   De	   plus	   dans	   leur	  étude,	  la	  déplétion	  au	  sein	  de	  la	  tumeur	  elle-­‐même	  n’est	  pas	  présentée,	  or	  c’est	  ce	  point	  qui	  nous	   intéresse	   tout	  particulièrement,	   et	  même	  si	   la	  déplétion	  dans	   le	   sang	   semble	  efficace	  en	  début	  de	  croissance,	  nos	  expériences	  indiquent	  que	  les	  neutrophiles	  peuvent	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continuer	  à	   s’accumuler	  dans	   la	   tumeur.	  L’injection	  de	   l’anticorps	  directement	  dans	   la	  tumeur	  ne	  nous	  a	  pas	  non	  plus	  permis	  d’empêcher	  le	  recrutement	  de	  cette	  population.	  	  (2)	  Nous	  aurions	  voulu	  étudier	  les	  fonctions	  des	  cellules	  CD11b+/Ly6C+/Ly6G+	  afin	  de	  déterminer	  si	  elles	  avaient	  une	  fonction	  immunosuppressive	  classiquement	  associée	  aux	  MDSCs.	  Les	  neutrophiles	  et	  MDSCs	  ne	  peuvent	  être	  distingués	  ni	  morphologiquement	  ni	  phénotypiquement	  :	   les	  marqueurs	  présents	  à	   la	  surface	  de	  ces	  cellules	  et	   les	  enzymes	  impliquées	   dans	   les	   différentes	   fonctions	   exercées	   sont	   présents	   aussi	   bien	   dans	   les	  neutrophiles	  que	  dans	   les	  MDSCs.	  Malheureusement,	   l’activité	   immunosuppressive	  des	  MDSCs	  est	  moins	  facile	  à	  mettre	  en	  évidence	  lorsque	  l’on	  travaille	  avec	  des	  modèles	  d’un	  fond	   génétique	   autre	   que	   le	   fond	   C57Bl/6.	   Ceci	   est	   dû	   au	   fait	   que	   les	   effets	  immunosuppresseurs	   spécifiques	   de	   l’antigène	   exercés	   par	   les	   MDSCs	   sont	   plus	  facilement	  détectables	  que	   les	  effets	  non	  spécifiques.	  Certaines	  populations	  de	  MDSCs,	  notamment	  celles	  présentes	  dans	  les	  organes	  périphériques	  (rate	  et	  ganglions	  drainants	  les	   tumeurs),	   ne	   semblent	   inhiber	   la	   réponse	   T	   que	   de	   façon	   spécifique	   de	   l’antigène	  qu’elles	  présentent	  (Gabrilovich	  et	  al.,	  2001;	  Movahedi	  et	  al.,	  2008;	  Nagaraj	  et	  al.,	  2007;	  Watanabe	  et	  al.,	  2008).	  Ceci	  peut	  être	  évalué	  dans	  le	  cas	  d’un	  fond	  génétique	  C57BL/6	  par	  l’utilisation	  de	  LT	  OT-­‐I	  et	  OT-­‐II	  comme	  cibles	  des	  MDSCs,	  ces	  LT	  provenant	  de	  souris	  transgéniques	  de	   fond	  C57BL/6.	  Des	  outils	   de	   ce	   type	   sont	  moins	  disponibles	   lorsque	  l’on	   travaille	   avec	  des	   souris	  de	   fond	  Balb/c	   comme	  c’est	   le	   cas	  dans	  notre	   étude.	   Les	  MDSCs	  présentes	  au	  sein	  des	  tumeurs	  sont	  elles	  capables	  d’induire	  une	  suppression	  de	  l’activation	  des	  LT	  dépendante	  et	   indépendante	  de	  l’antigène	  (Corzo	  et	  al.,	  2010),	  mais	  elles	   sont	   plus	   difficiles	   à	   purifier	   étant	   donné	   les	   nombreux	   agrégats	   qui	   se	   forment	  dans	   les	   suspensions	   de	   tumeurs.	   Les	   quelques	   expériences	   que	   nous	   avons	   essayées	  dans	   le	   but	   de	  mettre	   en	   évidence	  une	   activité	   immunosuppressive	  non	   spécifique	  de	  l’antigène	  (par	  stimulation	  avec	  des	  anticorps	  anti-­‐CD3	  et	  anti-­‐CD28)	  à	  partir	  de	  MDSCs	  purifiées	  de	  la	  rate	  ou	  des	  tumeurs	  ne	  nous	  ont	  pas	  permis	  de	  conclure,	  et	  des	  mises	  au	  point	   seront	   nécessaires	   avant	   d’obtenir	   une	   réponse.	   Nous	   ne	   connaissons	   donc	   pas	  encore	  la	  réelle	  nature	  de	  ces	  cellules.	  	  	   Enfin,	   le	   fait	   que	   l’inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a	   ait	   un	   effet	   sur	   le	  développement	  tumoral	  dans	  le	  modèle	  4T1,	  mais	  pas	  dans	  le	  modèle	  TS/A	  complexifie	  le	  message	  porté	  par	  ce	  travail,	   le	  rendant	  moins	  percutant.	  En	  effet,	  nous	  ne	  pouvons	  pas	   proposer	   un	   modèle	   «	  universel	  »	   impliquant	   Rab27a	   et	   les	   exosomes	   tumoraux	  dans	   le	   développement	   tumoral,	   modèle	   forcément	   un	   peu	   simpliste	   étant	   donné	   la	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diversité	  que	  nous	  connaissons	  dans	  le	  monde	  du	  vivant,	  mais	  implicitement	  exigé	  par	  certains	  journaux	  scientifiques.	  Pourtant	  je	  pense	  que	  cette	  observation	  est	  au	  contraire	  très	   intéressante	   et	   ne	   fait	   que	   souligner	   la	   variété	   des	   mécanismes	   biologiques	   qui	  existent	  et	  plus	  particulièrement	  ceux	  mis	  en	  place	  par	  les	  tumeurs	  pour	  permettre	  leur	  croissance.	   Nous	   avons	   étudié	   ici	   deux	   modèles	   tumoraux	   qui	   proviennent	   du	   même	  tissu	  :	   l’épithélium	   mammaire.	   Pourtant,	   même	   si	   ces	   tumeurs	   poussent	   à	   la	   même	  vitesse	   après	   injection	   sous-­‐cutanée,	   elles	   ont	   des	   comportements	   très	   différents	  :	   (1)	  j’ai	  pu	  observer	  que	  les	  tumeurs	  primaires	  qui	  se	  développent	  n’ont	  pas	  le	  même	  aspect	  physique,	   les	   4T1	   étant	   très	   solides	   et	   dures	   alors	   que	   les	   TS/A	   sont	   molles	   et	   se	  disloquent	  facilement	  ;	  (2)	  les	  4T1	  induisent	  des	  métastases	  depuis	  la	  tumeur	  primaire,	  alors	  que	   les	  TS/A	  que	  nous	  utilisons	  n’en	   induisent	  pas,	  et	  elles	  ne	   forment	  d’ailleurs	  pas	  non	  plus	  de	  nodules	  dans	  les	  poumons	  après	  injection	  intraveineuse	  contrairement	  aux	  cellules	  4T1	  ;	  (3)	  les	  tumeurs	  4T1	  et	  TS/A	  ne	  sécrètent	  pas	  les	  mêmes	  chimiokines	  (cytokines,	   facteurs	   de	   croissance)	   ou	   alors	   en	   des	   quantités	   très	   différentes,	  l’environnement	   tumoral	   n’est	   donc	   pas	   le	   même,	   les	   signaux	   de	   communication	  intercellulaire	   (à	  proximité	   comme	  à	  distance)	  et	   les	   conséquences	  qu’ils	   induisent	  ne	  sont	   pas	   les	  mêmes	   ;	   (4)	   les	   populations	   immunitaires	   qui	   infiltrent	   l’environnement	  tumoral	  ne	  sont	  pas	   les	  mêmes,	   la	  principale	  différence	  étant	  que	  60-­‐70%	  des	  cellules	  immunitaires	  présentes	  dans	   les	   tumeurs	  4T1	  sont	  des	  neutrophiles/MDSCs	  alors	  que	  cette	   population	   ne	   représente	   que	   10-­‐20%	   des	   cellules	   immunitaires	   infiltrant	   les	  tumeurs	  TS/A.	   Il	  est	  d’ailleurs	  utile	  de	  rappeler	  que	   les	   tumeurs	  TS/A	  ont	  été	  décrites	  comme	   immunogènes	  alors	  que	   les	   tumeurs	  4T1	   le	  sont	   très	  peu	  (Rakhmilevich	  et	  al.,	  2000)	  ;	  (5)	  nous	  nous	  intéressons	  au	  rôle	  des	  exosomes	  sécrétés	  par	  les	  tumeurs	  dans	  la	  croissance	  tumorale,	  et	  nous	  avons	  remarqué	  que	  les	  cellules	  4T1	  et	  TS/A	  ne	  produisent	  pas	  les	  mêmes	  quantités	  d’exosomes	  avec	  environ	  deux	  fois	  moins	  d’exosomes	  sécrétés	  par	  les	  cellules	  TS/A	  par	  rapport	  aux	  cellules	  4T1	  in	  vitro,	  or	  une	  sécrétion	  insuffisante	  d’exosomes	   pourraient	   expliquer	   qu’ils	   n’aient	   pas	   d’effets	   physiologiques	   apparents.	  Nous	   sommes	   donc	   en	   présence	   de	   deux	   tumeurs	   qui	   se	   développent	   selon	   des	  mécanismes	   différents	   et	   qui	   semblent	   ne	   pas	   interagir	   de	   la	   même	   façon	   avec	   le	  système	   immunitaire.	   Certains	  mécanismes	  développés	  par	   l’une	  pour	  pouvoir	   croître	  peuvent	  ne	  pas	   être	  utiles	  pour	   l’autre,	   et	   l’implication	  de	  Rab27a	  dans	  une	   seule	  des	  deux	  tumeurs	  n’est	  finalement	  pas	  si	  surprenant.	  Ceci	  ne	  fait	  que	  refléter	  l’existence	  de	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multiples	   mécanismes	   développés	   par	   les	   différentes	   cellules	   cancéreuses	   pour	   se	  développer.	  	  	  
2/	  Comparaison	  avec	  les	  données	  de	  la	  littérature	  
a)	  Les	  exosomes	  dans	  la	  croissance	  tumorale	  :	  modèle	  4T1	  	  L’effet	   des	   exosomes	   sécrétés	   par	   les	   cellules	   tumorales	   sur	   la	   croissance	   des	  tumeurs	  et	  sur	  la	  réponse	  immunitaire	  tumorale	  a	  été	  étudié	  dans	  de	  nombreux	  travaux	  (Bobrie	  et	  al.,	  2011).	  Nos	  résultats	   indiquent	  que	   les	  exosomes	  produits	   in	  vivo	  par	   les	  tumeurs	  4T1	  pourraient	  participer	  à	  la	  modulation	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  tumorale.	  Dans	  des	  études	  précédentes,	  il	  avait	  été	  montré	  que	  les	  exosomes	  de	  4T1	  (et	  de	  TS/A,	  nous	   y	   reviendrons	   par	   la	   suite)	   pouvaient	   promouvoir	   la	   croissance	   tumorale	   en	  inhibant	   l’activation	   des	   cellules	   NK	   ou	   en	   favorisant	   l’accumulation	   de	   cellules	  myéloïdes	  suppressives	  (cellules	  CD11b+	  Gr1+)	  (Liu	  et	  al.,	  2006;	  Liu	  et	  al.,	  2010b;	  Xiang	  et	  al.,	  2009).	  Nous	  avons	  étudié	   la	   capacité	  d’activation	  des	  cellules	  NK	  provenant	  des	  tumeurs	  4T1-­‐Scr,	  4T1-­‐sh27a	  et	  des	  rates	  des	  souris	  portant	  ces	  tumeurs.	  Aucun	  défaut	  d’activation	  n’a	  pu	  être	  mis	  en	  évidence.	  Par	  ailleurs,	  la	  différence	  de	  croissance	  entre	  les	  tumeurs	  4T1-­‐Scr	  et	  les	  tumeurs	  4T1-­‐sh27a	  est	  toujours	  observée	  dans	  des	  souris	  RAGγc	  (ne	   possédant	   pas	   de	   cellules	   NK)	   et	   dans	   les	   souris	   sauvages	   après	   déplétion	   des	  cellules	   NK	   (anti-­‐asialoGM1).	   Nous	   en	   avons	   donc	   conclu	   que	   l’effet	   pro-­‐tumoral	   de	  Rab27a	   ne	   passait	   pas	   par	   une	  modulation	   de	   l’activité	   des	   cellules	   NK.	   En	   revanche,	  nous	   avons	   observé	   une	   nette	   différence	   d’accumulation	   des	   cellules	  CD11b+/Ly6G+/Ly6C+	  (donc	  Gr1+)	  induite	  par	  les	  tumeurs	  exprimant	  ou	  non	  Rab27a,	  ce	   qui	   corrèle	   avec	   les	   observations	   du	   groupe	   de	   H.-­‐G.	   Zhang.	   Après	   injection	   des	  exosomes	   de	   4T1	   dans	   des	   souris,	   ce	   groupe	   a	   observé	   une	   splénomégalie	   due	   à	  l’accumulation	  de	  cellules	  CD11b+	  Gr1+.	  Ces	  cellules	  infiltrent	  aussi	  les	  tumeurs	  en	  plus	  grand	   nombre	   lorsque	   les	   souris	   sont	   injectées	   avec	   des	   exosomes	   au	   cours	   de	   la	  croissance	  tumorale.	  Sachant	  que	   l’anticorps	  Gr1	  reconnaît	  à	   la	   fois	  Ly6C	  et	  Ly6G,	  ceci	  correspond	   à	   ce	   que	   nous	   voyons	   dans	   les	   souris	   portant	   une	   tumeur	   4T1-­‐Scr	  qui	  présentent	   elles	   aussi	   une	   splénomégalie	   avec	   une	   proportion	   de	   cellules	  CD11b+/Ly6G+/Ly6C+	   augmentée.	   L’infiltration	   de	   ces	   cellules	   dans	   les	   tumeurs	   est	  encore	  plus	   flagrante.	   In	  vitro	   les	  exosomes	  de	  4T1	  participent	  à	   l’accumulation	  de	  ces	  cellules	  myéloïdes,	  mais	  nous	  ne	  savons	  pas	  de	  quelle	  façon	  ils	  pourraient	  jouer	  ce	  rôle	  
Figure 3.4 : Mécanisme hypothétique du rôle pro-tumoral des exosomes dans les 
tumeurs 4T1. 
(1) Les cellules tumorales produisent des exosomes et des facteurs solubles, dont le G-CSF. (2) 
Les chimiokines et éventuellement les exosomes circulent dans le sang. (3) Ils atteignent la moelle 
osseuse où ils induisent la mobilisation des neutrophiles/MDSCs et éventuellement l’induction de 
fonctions pro-tumorales. (4) Ces cellules myéloïdes entrent dans la circulation sanguine et 
s’accumulent dans la tumeur. (5) Si elles ne les ont pas acquises auparavant dans la moelle 
osseuse, les fonctions pro-tumorales des neutrophiles/MDSCs pourraient être induites dans le 
microenvironnement tumoral, sous l’effet des exosomes et facteurs solubles. (6) La promotion de 
l’angiogenèse, de la capacité migratoire des cellules tumorales, ou l’inhibition de l’activation des 
lymphocytes T sont des fonctions que pourraient alors exercer les neutrophiles/MDSCs. 
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in	   vivo	   (Figure	   3.4).	   Nous	   savons	   que	   cela	   se	   fait	   en	   coopération	   avec	   des	   facteurs	  solubles,	   probablement	   le	   G-­‐CSF,	   ce	   qui	   pourrait	   éventuellement	   être	   confirmé	   ou	  infirmer	   en	   inhibant	   les	   effets	   du	  G-­‐CSF	   avec	   des	   anticorps	   bloquants.	   Etant	   donné	   la	  forte	   proportion	   de	   neutrophiles/MDSCs	   dans	   le	   sang	   des	   souris	   portant	   une	   tumeur,	  nous	   supposons	   que	   le	   G-­‐CSF	   atteint	   la	  moelle	   osseuse	   par	   la	   circulation	   sanguine	   et	  induit	   une	   forte	   mobilisation	   de	   cellules	   myéloïdes	   (immatures	   ou	   différenciées	   en	  neutrophiles),	  qui	  entrent	  à	  leur	  tour	  dans	  la	  circulation	  sanguine.	  En	  suivant	  le	  gradient	  de	   G-­‐CSF	   elles	   se	   dirigent	   vers	   la	   tumeur	   et	   l’infiltrent.	   Les	   exosomes	   pourraient	   eux	  promouvoir	  un	  état	  particulier	  d’activation	  et/ou	   la	  différenciation	  et	  /ou	   la	   survie	  de	  ces	   cellules	  myéloïdes	   (1)	   au	   niveau	   de	   la	  moelle	   osseuse	   après	   avoir	   circulé	   dans	   le	  sang,	   ou	   bien	   (2)	   localement	   au	   sein	   de	   la	   tumeur.	   Nous	   n’avons	   cependant	   pas	  démontré	  si	   les	  neutrophiles/MDSCs	  ainsi	  recrutés	  et	  modulés	  ont	  réellement	  un	  effet	  pro-­‐tumoral	  et	  de	  quelle	  manière.	  Des	  expériences	  de	  croissance	  des	  tumeurs	  dans	  des	  souris	   immunodéficientes	   (Balb/c	   Rag2-­‐/-­‐)	   indiquent	   que	   le	   système	   immunitaire	  adaptatif	   ne	   serait	   pas	   impliqué	   dans	   la	   différence	   de	   croissance	   observée	   entre	   les	  tumeurs	  exprimant	  ou	  n’exprimant	  pas	  Rab27a.	  L’éventuel	  rôle	  pro-­‐tumoral	  joué	  par	  les	  neutrophiles/MDSCs	   ne	   consisterait	   donc	   pas	   à	   inhiber	   la	   réponse	   T,	   mais	   plutôt	   à	  moduler	  d’autres	  propriétés	  du	  microenvironnement	  tumoral.	  	  
b)	  Les	  exosomes	  dans	  la	  croissance	  tumorale	  :	  modèle	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2	  Afin	  de	  rechercher	  le	  rôle	  des	  exosomes	  transportant	  un	  antigène	  tumoral	  in	  vivo,	  nous	  avons	  utilisé	  le	  modèle	  MCA-­‐OVA-­‐C1C2.	  Nous	  savons	  désormais	  que	  Mfge8,	  dont	  le	  domaine	  C1C2	  a	  été	  utilisé	  pour	  cibler	  l’antigène	  OVA	  sur	  les	  exosomes,	  n’est	  en	  réalité	  pas	   spécifique	   des	   exosomes	  :	   elle	   est	   enrichie	   aussi	   sur	   les	  microvésicules	   et	   sur	   les	  vésicules	  du	  culot	  d’exosomes	  produits	  de	   façon	   indépendante	  de	  Rab27a.	   Il	  a	  d’abord	  été	   montré	   dans	   le	   laboratoire	   que	   le	   ciblage	   de	   l’ovalbumine	   sur	   les	   vésicules	  extracellulaires	   permettait	   d’induire	   une	   réponse	   immunitaire	   spécifique	   de	  l’ovalbumine	   efficace	   conduisant	   à	   un	   rejet	   des	   tumeurs	   (Zeelenberg	   et	   al.,	   2008).	   En	  revanche,	  lorsque	  nous	  avons	  inhibé	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  dépendante	  de	  Rab27a,	  la	   croissance	   de	   ces	   tumeurs	   a	   été	   plus	   efficacement	   contrôlée	   par	   les	   lymphocytes	   T	  spécifiques	   de	   l’antigène	   tumoral	   OVA.	   Nos	   résultats	   nous	   laissent	   supposer	   que	   les	  différents	  types	  de	  vésicules	  extracellulaires	  ne	  joueraient	  pas	  les	  mêmes	  fonctions	  vis-­‐
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à-­‐vis	  de	  la	  réponse	  T	  (Figure	  3.	  5):	  (1)	   les	  vésicules	  sécrétées	  de	  façon	  dépendante	  de	  Rab27a	   joueraient	   un	   rôle	   pro-­‐tumoral	   en	   réduisant	   l’efficacité	   de	   la	   réponse	   T,	   pour	  cette	   raison,	   lorsque	   leur	   sécrétion	   est	   diminuée	   (inhibition	   de	   Rab27a),	   le	   rejet	   des	  tumeurs	  est	  plus	  efficace	  (2)	  les	  autres	  vésicules,	  ou	  certaines	  d’entre	  elles,	  favorisent	  la	  réponse	  T	  spécifique	  comme	  cela	  a	  été	  montré	  par	  Zeelenberg,	   I	  et	  al.	  Nous	  ne	  savons	  pas	  de	  quelle	  façon	  les	  exosomes	  inhibent	  la	  réponse	  T	  :	  action	  directe	  sur	  les	  LT	  comme	  cela	   a	   été	   montré	   par	   certains	   groupes	   (Andreola	   et	   al.,	   2002;	   Clayton	   et	   al.,	   2008;	  Clayton	  and	  Tabi,	  2005;	  Huber	  et	  al.,	  2005;	  Klibi	  et	  al.,	  2009)	  	  ou	  action	  indirecte	  via	  le	  recrutement	  de	  cellules	  suppressives	  (Clayton	  et	  al.,	  2007;	  Xiang	  et	  al.,	  2009).	  	  Dans	   le	   modèle	   4T1,	   le	   rôle	   immunomodulateur	   des	   exosomes	   semblait	   être	  indépendant	  du	  système	   immunitaire	  adaptatif.	   Ici,	  nous	  sommes	  dans	  un	  contexte	  un	  peu	  différent	  dans	   le	   sens	  où	   la	   réponse	  T	   spécifique	  est	   très	   fortement	   amplifiée	  par	  l’injection	  d’un	  grand	  nombre	  de	  lymphocytes	  T	  spécifiques	  facilement	  activables	  et	  par	  la	   présence	   d’un	   antigène	   exogène	   exprimé	   par	   les	   tumeurs.	   Ainsi,	   nous	   pouvons	  émettre	  deux	  hypothèses	  :	  (1)	  Les	  exosomes	  des	  cellules	  MCA	  et	  des	  cellules	  4T1	  ont	  des	  propriétés	  différentes,	  et	  de	  par	   leur	  composition	  protéique	  ils	  sont	  capables	  d’induire	  des	  effets	  immunosuppresseurs	  n’impliquant	  pas	  les	  même	  populations	  cellulaires.	  Les	  différentes	  études	  publiées	  à	  partir	  d’exosomes	  concentrés	  sécrétés	  par	  différents	  types	  de	  tumeurs	  montrent	  en	  effet	  que	  les	  exosomes	  peuvent	  inhiber	  la	  réponse	  immunitaire	  de	  différentes	   façons	  (Bobrie	  et	  al.,	  2011;	  Thery	  et	  al.,	  2009),	   tout	  comme	  cela	  est	  vrai	  aussi	  au	  niveau	  cellulaire	  puisque	  les	  cellules	  tumorales	  peuvent	  disposer	  de	  stratégies	  variées	  pour	  moduler	  la	  réponse	  immunitaire	  (Zitvogel	  et	  al.,	  2006).	  (2)	  Les	  deux	  types	  d’exosomes	  peuvent	  exercer	  les	  mêmes	  fonctions,	  mais	  nous	  ne	  les	  avons	  pas	  mises	  en	  évidence.	  En	  effet,	  d’un	  côté	  nous	  n’avons	  pas	  étudié	  les	  populations	  myéloïdes	  induites	  par	  les	  tumeurs	  MCA	  et	  leur	  possible	  modulation	  en	  fonction	  de	  l’expression	  de	  Rab27a	  et	  de	  la	  sécrétion	  des	  exosomes.	  De	  l’autre	  côté,	  ne	  pouvant	  augmenter	  artificiellement	  une	  réponse	  T	  spécifique	  dans	  le	  modèle	  4T1	  (et	  ne	  sachant	  pas	  si	  les	  exosomes	  de	  4T1	  portent	  des	  antigènes	   tumoraux	  ou	  non),	  nous	  ne	  pouvons	  reproduire	   les	  expériences	  réalisées	  dans	  le	  modèle	  MCA	  et	  mettre	  en	  évidence	  selon	  le	  même	  procédé	  un	  éventuel	  rôle	  des	  exosomes	  de	  4T1	  sur	  la	  réponse	  T.	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c)	  Les	  exosomes	  dans	  la	  croissance	  tumorale	  :	  modèle	  TS/A	  Nous	   n’avons	   pas	   observé	   d’effet	   de	   l’inhibition	   de	   l’expression	   de	   Rab27a	   et	  donc	   de	   la	   sécrétion	   des	   exosomes	   dans	   le	   modèle	   TS/A,	   indiquant	   que	   le	   rôle	   pro-­‐tumoral	  existant	  dans	   le	  cas	  des	   tumeurs	  4T1	  n’existe	  pas	  dans	   les	   tumeurs	  TS/A.	  Les	  études	   réalisées	   sur	   les	   exosomes	   de	   4T1	   que	   nous	   avons	   précédemment	   citées	  présentaient	   aussi	   l’analyse	   des	   exosomes	   de	   cellules	   TS/A.	   Aucune	   différence	  fonctionnelle	  entre	  les	  exosomes	  produits	  par	  les	  deux	  types	  cellulaires	  n’a	  été	  observée	  
in	  vitro	  ou	  in	  vivo	  (Liu	  et	  al.,	  2006;	  Liu	  et	  al.,	  2010b;	  Xiang	  et	  al.,	  2009).	  Notamment,	  les	  exosomes	  de	  TS/A	  injectés	  en	  intraveineuse,	  tout	  comme	  les	  exosomes	  de	  4T1,	  induisent	  une	   splénomégalie	   et	   l’accumulation	   des	   MDSCs	   dans	   les	   rates.	   Contrairement	   à	   ces	  résultats,	   nous	   ne	   voyons	   pas	   de	   recrutement	   des	   MDSCs	   dans	   les	   rates	   ni	   dans	   les	  tumeurs	  TS/A.	  Les	  exosomes	  sécrétés	  in	  vivo	  par	  les	  tumeurs	  4T1	  et	  TS/A	  ne	  semblent	  donc	   pas	   avoir	   les	   mêmes	   propriétés	   que	   ceux	   produits	   et	   concentrés	   in	   vitro.	   Trois	  principaux	   facteurs	   pourraient	   expliquer	   les	   différences	   de	   comportement	   entre	   les	  exosomes	  produits	  in	  vivo	  et	  ceux	  produits	  in	  vitro	  quant	  à	  leur	  rôle	  dans	  l’induction	  des	  cellules	   CD11b+/Ly6G+/Ly6C+	  :	   (1)	   la	   quantité	   d’exosomes	   sécrétés	   (2)	   leur	  composition	  (3)	  l’environnement	  dans	  lequel	  ils	  sont	  produits.	  (1)	  Nous	  ne	  pouvons	  pas	  mesurer	  de	  manière	  fiable	  les	  quantités	  d’exosomes	  produites	  par	   les	   tumeurs	   in	   vivo.	   Dans	   les	   études	   fonctionnelles	   réalisées	   par	   injection	   à	   des	  souris	  d’exosomes	  produits	  puis	   concentrés	   in	  vitro,	   nous	  ne	   savons	  pas	   si	   la	  quantité	  injectée	  reflète	  les	  quantités	  physiologiques	  libérées	  par	  les	  tumeurs	  dans	  l’organisme.	  Par	   ailleurs,	   nous	   avons	   constaté	   que	   les	   cellules	   TS/A	   produisent	   deux	   fois	   moins	  d’exosomes	   que	   les	   cellules	   4T1	   in	  vitro,	   or	   des	   quantités	   égales	   ont	   été	   injectées	   aux	  souris	  afin	  d’étudier	  leurs	  fonctions	  dans	  les	  études	  précédemment	  citées.	  Nous	  pouvons	  supposer	   que	   les	   tumeurs	   TS/A,	   contrairement	   aux	   tumeurs	   4T1,	   ne	   produisent	   pas	  assez	   d’exosomes	   pour	   que	   ceux-­‐ci	   passent	   efficacement	   dans	   la	   circulation	   sanguine,	  atteignent	   la	   moelle	   osseuse	   et	   modulent	   la	   différenciation,	   la	   survie	   et/ou	   la	  prolifération	  des	  cellules	  myéloïdes.	  (2)	  La	  composition	  des	  exosomes	  :	  il	  ne	  serait	  pas	  étonnant	  que	  les	  exosomes	  produits	  in	  
vivo	   n’aient	   pas	   la	   même	   composition	   que	   ceux	   produits	   in	   vitro	   étant	   donné	   les	  conditions	  environnementales	   très	  différentes	  dans	   lesquelles	   les	  cellules	  se	   trouvent	  :	  accès	  aux	  nutriments,	  pH,	  hypoxie,	  communication	  avec	  les	  cellules	  de	  l’hôte.	  Autant	  de	  signaux	   qui	   peuvent	   influencer	   les	   propriétés	   des	   cellules	   tumorales	   et	   des	   exosomes	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qu’elle	   produisent,	   tant	   qualitativement	   que	   quantitativement.	   Cette	   possibilité	   de	   la	  modulation	  de	   la	  composition	  des	  exosomes	  par	   le	  microenvironnement	  tumoral	  a	  été	  récemment	   étudiée	   par	   Deng,	   Z.	   et	  al.	   Pour	   cela,	   les	   cellules	   4T1	   ont	   été	   cultivées	   en	  absence	  ou	  en	  présence	  de	  leucocytes	  purifiés	  à	  partir	  de	  tumeurs	  4T1	  prélevées	  in	  vivo.	  Les	   auteurs	   montrent	   que	   les	   exosomes	   produits	   par	   les	   cellules	   tumorales	   en	   co-­‐culture,	   mais	   pas	   ceux	   produits	   par	   les	   cellules	   tumorales	   seules,	   contiennent	   la	  fibronectine	  qui	   leur	  permet	  de	   favoriser	   la	  migration	  des	  cellules	   tumorales	   (Deng	  et	  al.,	   2012).	   La	   composition	   des	   exosomes	   est	   donc	   modulée	   par	   la	   présence	   des	  leucocytes	  tumoraux.	  Cette	  étude	   laisse	  donc	  penser	  que	   la	  composition	  des	  exosomes	  produits	  par	  les	  tumeurs	  in	  vivo	  ne	  serait	  pas	  identique	  à	  celle	  des	  exosomes	  produits	  in	  
vitro	  et	  que	  les	  fonctions	  exercées	  par	  les	  exosomes	  s’en	  trouvent	  ainsi	  modifiées.	  (3)	   De	   nombreux	   signaux	   sont	   envoyés	   depuis	   les	   cellules	   tumorales	   vers	   les	   cellules	  environnantes	  et	  vice	  versa	  à	  courte	  ou	  longue	  distance.	  Ces	  interactions	  via	  des	  facteurs	  solubles	  et	  via	  des	  vésicules	  membranaires	  modulent	  ainsi	  les	  cellules	  réceptrices.	  C’est	  la	   somme	   de	   tous	   ces	   signaux	   qui	   définit	   l’évolution	   de	   la	   tumeur,	   l’établissement	   du	  microenvironnement	   tumoral	   et	   par	   exemple	   la	   réponse	   immunitaire	   tumorale.	   Nous	  pensons	   ainsi	   que	   les	   exosomes	   pourraient	   exercer	   certaines	   de	   leurs	   fonctions	  uniquement	   lorsqu’ils	   sont	   en	   présence	   d’autres	   facteurs	   qui	   apporteraient	   un	   signal	  complémentaire	  et	  nécessaire	  pour	  aboutir	  à	  une	  réponse	  des	  cellules	  réceptrices.	  Dans	  le	   modèle	   4T1,	   l’environnement	   cytokinique	   particulier	   produit	   par	   ces	   tumeurs,	   et	  notamment	  la	  forte	  production	  de	  G-­‐CSF,	  facteur	  de	  croissance	  des	  granulocytes,	  serait	  complémentaire	   des	   signaux	   portés	   par	   les	   exosomes,	   le	   tout	   aboutissant	   à	  l’accumulation	   des	   neutrophiles/MDSCs.	   Les	   chimiokines	   produites	   par	   les	   cellules	  tumorales	   TS/A	   n’étant	   pas	   les	   mêmes	   (ou	   en	   des	   quantités	   très	   différentes),	   nous	  supposons	   que	   les	   conditions	   ne	   sont	   pas	   réunies	   pour	   permettre	   aux	   exosomes	  d’exercer	  les	  mêmes	  effets	  que	  dans	  les	  tumeurs	  4T1.	  	  	  
d)	  Neutrophiles	  ou	  cellules	  myéloïdes	  suppressives	  ?	  	  	   Dans	   notre	   étude,	   des	   cellules	   exprimant	   les	   marqueurs	   CD11b,	   Ly6C	   et	   Ly6G	  s’accumulent	  spécifiquement	  dans	  les	  tumeurs	  4T1	  et	  de	  façon	  dépendante	  de	  Rab27a.	  Ces	   marqueurs	   caractérisent	   à	   la	   fois	   les	   neutrophiles	   et	   les	   cellules	   myéloïdes	  suppressives.	   Diverses	   activités	   pro-­‐tumorales	   ont	   pu	   être	   attribuées	   aux	   deux	   types	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cellulaires.	  Il	  est	  difficile	  de	  savoir	  si	  ces	  deux	  types	  cellulaires	  sont	  réellement	  distincts	  ou	  si	  les	  cellules	  myéloïdes	  suppressives	  de	  type	  granulocytique	  représentent	  en	  réalité	  une	   catégorie	   de	   neutrophiles	   dont	   l’activité	   aurait	   été	   détournée	   par	   les	   cellules	  tumorales.	  Les	  deux	  types	  cellulaires	  présentent	   la	  même	  morphologie	  en	  microscopie	  optique	   après	   un	   cytospin	  :	   cellules	   granuleuses	   avec	   un	   noyau	   plurilobé.	   Les	  mêmes	  marqueurs	   phénotypiques	   sont	   exprimés	   par	   les	   neutrophiles	   comme	   par	   les	   MDSCs	  granulocytiques	  :	  CD11b,	  Ly6C,	  Ly6G,	  CD115	  et	  CD244	  notamment.	  De	  plus,	  les	  enzymes	  du	  métabolisme	  impliquées	  dans	  les	  fonctions	  pro-­‐tumorales,	  ou	  parfois	  anti-­‐tumorales,	  sont	   exprimées	   par	   les	   deux	   catégories	   de	   cellules	  :	   NO	   synthase,	   myélopéroxydase,	  NAPDH	   oxydase,	   arginase	   1.	   Les	   MDSCs	   sont	   décrites	   comme	   étant	   différentes	   des	  neutrophiles	   (Gabrilovich	   et	   al.,	   2012)	  selon	   les	   critères	   suivants:	   (1)	   elles	   inhibent	  l’activation	   et	   la	   prolifération	   des	   LT,	   (2)	   elles	   expriment	   des	   niveaux	   plus	   forts	   de	  CD115	   et	   CD244	   et	   des	   niveaux	   plus	   bas	   de	   CXCR1	   (CXC-­‐chemokine	   receptor	   1)	   et	  CXCR2	   que	   les	   neutrophiles,	   (3)	   elles	   ont	   une	   faible	   activité	   de	   phagocytose	   (4)	   elles	  expriment	  fortement	  l’arginase	  1	  et	  la	  myélopéroxydase,	  et	  produisent	  de	  plus	  grandes	  quantités	  de	  ROS	  que	  les	  neutrophiles.	  Une	  analyse	  transcriptomique	  visant	  à	  comparer	  l’expression	  des	  gènes	  dans	   les	  neutrophiles	  de	  souris	  saines,	   les	  neutrophiles	  purifiés	  de	   tumeurs	   et	   les	   MDSCs	   granulocytiques	   a	   été	   réalisée(Fridlender	   et	   al.,	   2012).	   Les	  «	  MDSCs	  »	  analysées	  dans	  cette	  étude	  sont	  des	  cellules	  exprimant	  les	  marqueurs	  CD11b	  et	  Ly6G	  purifiées	  à	  partir	  de	  rates	  de	  souris	  portant	  une	  tumeur.	  Les	  cellules	  purifiées	  à	  partir	  des	  tumeurs	  et	  portant	  ces	  mêmes	  marqueurs	  sont	  appelées	  «	  neutrophiles	  »	  ou	  «	  TAN	  »	   (pour	   tumor-­‐associated	   neutrophils).	   Il	   n’y	   a	   donc	   ici	   pas	   de	   distinction	   faite	  entre	   les	  TAN	  et	   les	  MDSCs	   granulocytiques	  dans	   les	   tumeurs	   contrairement	   à	   ce	  que	  font	  d’autres	  groupes	  (Gabrilovich	  et	  al.,	  2012).	  Les	   trois	  populations	  étudiées,	  que	   les	  auteurs	   nomment	   d’ailleurs	   «	  populations	   de	   neutrophiles	  »,	   présentent	   des	   profils	  d’expression	   génique	   différents,	   mais	   les	   gènes	   plus	   spécifiques	   aux	   neutrophiles	  (comme	  ceux	  codant	  les	  protéines	  des	  différentes	  granules	  spécifiques	  des	  neutrophiles)	  sont	  exprimés	  dans	  les	  trois	  populations,	  parfois	  même	  à	  des	  niveaux	  identiques.	  Ainsi,	  ces	   profils	   pourraient	   refléter	   des	   différences	   dans	   l’état	   de	   maturation	   et/ou	  d’activation	  de	   cellules	   appartenant	   toutes	   à	   la	   catégorie	  des	  neutrophiles,	   plutôt	  qu’à	  des	   populations	   distinctes,	   d’une	   part	   de	   neutrophiles,	   et	   d’autre	   part	   de	   MDSCs.	   Au	  début	  de	  mon	  projet,	  les	  revues	  que	  j’avais	  lues	  sur	  les	  MDSCs	  laissaient	  penser	  qu’elles	  constituaient	   une	   nouvelle	   catégorie	   de	   cellules	   myéloïdes	   immatures,	   bloquées	   dans	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leur	   différenciation	   et	   possédant	   des	   fonctions	   immunosuppressives.	   Dorénavant	   et	  selon	  les	  auteurs	  il	  y	  a	  deux	  façons	  de	  considérer	  la	  nature	  des	  MDSCs	  :	  	  (1)	   les	   MDSCs	   sont	   une	   population	   de	   cellules	   myéloïdes	   immatures,	   distinctes	   des	  autres	  cellules	  myéloïdes	  présentes	  dans	  un	  hôte	  sain.	  Cette	  population	  est	  hétérogène,	  avec	  des	  cellules	  granulocytiques	  et	  des	  cellules	  monocytiques,	  qui	  possèdent	  toutes	  des	  mécanismes	  permettant	  d’inhiber	   la	  réponse	   immunitaire.	   Il	  est	  aussi	  reconnu	  qu’elles	  peuvent	   promouvoir	   la	   croissance	   tumorale	   de	   façon	   indépendante	   de	   la	   réponse	  immunitaire.	  Selon	  cette	  définition,	  les	  cellules	  «	  MDSCs	  granulocytiques	  »	  qui	  infiltrent	  les	  tumeurs	  ne	  sont	  pas	  des	  neutrophiles	  (Gabrilovich	  et	  al.,	  2012;	  Youn	  and	  Gabrilovich,	  2010).	  (2)	   les	   MDSCs	   sont	   des	   neutrophiles,	   macrophages,	   cellules	   dendritiques	   ou	   cellules	  myéloïdes	   immatures	   qui	   ont	   acquis	   des	   capacités	   immunosuppressives	   et	   pro-­‐tumorales	   dans	   des	   conditions	   particulières.	   Ainsi,	   selon	   cette	   définition,	   les	   cellules	  CD11b+/Ly6C+/Ly6G+	   présentes	   dans	   les	   tumeurs	   et	   qui	   possèdent	   une	   fonction	  immunosuppressive	   sont	   des	   neutrophiles	   dans	   un	   état	   d’activation	   différent	   de	   celui	  qu’ils	  ont	  à	  l’état	  basal	  (comme	  les	  neutrophiles	  de	  type	  N2	  par	  exemple)	  et	  ils	  peuvent	  être	  qualifiés	  de	  MDSCs	  (Fridlender	  et	  al.,	  2009;	  Fridlender	  et	  al.,	  2012;	  Galli	  et	  al.,	  2011;	  Ueha	  et	  al.,	  2011).	  Au	   cours	   de	  mes	   travaux	   de	   thèse,	   je	   n’ai	   pas	   pu	  mettre	   en	   évidence	   d’activité	  immunosuppressive	  de	   la	   réponse	   immunitaire	  T	  par	   les	  neutrophiles/MDSCs	  purifiés	  des	   tumeurs	   ou	   des	   rates	   de	   souris	   portant	   une	   tumeur.	   Cependant,	   les	   protocoles	  expérimentaux	  n’ont	   pas	   encore	   été	   optimisés	   et	   il	   est	   difficile	   de	   conclure	   quant	   à	   la	  présence	  ou	   l’absence	  d’une	  activité	   immunosuppressive	  de	   ces	   cellules.	  Toutefois,	   les	  expériences	   de	   croissance	   tumorale	   réalisées	   dans	   des	   souris	   immunodéficientes	  indiquent	  que	  le	  système	  immunitaire	  adaptatif	  ne	  participerait	  pas	  de	  façon	  majeure	  à	  l’inhibition	   de	   croissance	   des	   tumeurs	   4T1-­‐sh27a	   par	   rapport	   aux	   tumeurs	   contrôles.	  Nous	  supposons	  donc	  que	  le	  rôle	  pro-­‐tumoral	  exercé	  par	  les	  neutrophiles/MDSCs	  serait	  indépendant	   du	   système	   immunitaire	   adaptatif.	   Il	   a	   été	   décrit	   que	   les	   neutrophiles	  pouvaient	  exercer	  des	  fonctions	  pro-­‐tumorales	  par	  modulation	  du	  microenvironnement	  notamment	   en	   favorisant	   l’angiogenèse,	   la	   migration	   des	   cellules	   tumorales	   et	   la	  dissémination	   métastatique.	   De	   plus,	   les	   neutrophiles	   peuvent	   présenter	   deux	   états	  d’activation,	  un	  état	  N1	  anti-­‐tumoral	  et	  un	  état	  N2	  pro-­‐tumoral	  induit	  par	  la	  présence	  de	  TGFβ.	   Il	   a	   été	   montré	   que	   le	   TGFβ	   pouvait	   être	   présent	   sur	   les	   exosomes	   et	   être	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responsable	  d’une	  activité	  immunosuppressive	  de	  ceux-­‐ci	  (Clayton	  et	  al.,	  2007;	  Xiang	  et	  al.,	   2009).	  Nous	  pouvons	  donc	   tout	   à	   fait	   supposer	   que	   le	  TGFβ	   serait	   présent	   sur	   les	  exosomes	   de	   4T1	   leur	   donnant	   la	   capacité	   d’induire	   des	   neutrophiles	   de	   type	   N2,	   et	  lorsque	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  est	  inhibée	  par	  le	  blocage	  de	  l’expression	  de	  Rab27a,	  les	  neutrophiles,	  alors	  non	  modulés	  par	   la	  présence	  d’exosomes-­‐TGFβ	  adopteraient	  un	  état	  d’activation	  de	   type	  N1	  anti-­‐tumoral	   conduisant	  à	   la	   lyse	  de	   cellules	   tumorales	  et	  donc	  à	  une	  croissance	  limitée	  des	  tumeurs	  4T1-­‐sh27a.	  	  	  
3/	  Perspectives	  	   Afin	   de	   renforcer	   nos	   résultats,	   il	   va	   nous	   falloir	   montrer	   l’implication	   des	  neutrophiles/MDSCs	  dans	  la	  croissance	  tumorale.	  De	  nouveaux	  protocoles	  de	  déplétion	  avec	   l’anticorps	   anti-­‐Ly6G	   1A8	   sont	   actuellement	   testés	   afin	   d’essayer	   d’éliminer	   de	  façon	  satisfaisante	  ces	  cellules	  dans	  les	  souris	  portant	  une	  tumeur.	  Nous	  pourrions	  aussi	  réaliser	   la	   stratégie	   inverse,	   c’est	   à	   dire	   purifier	   les	   neutrophiles/MDSCs	   de	   souris	  portant	  une	  tumeur,	  les	  co-­‐injecter	  en	  sous-­‐cutané	  avec	  des	  cellules	  tumorales	  dans	  de	  nouvelles	   souris	   et	   regarder	   si	   elles	   induisent	   une	   croissance	   plus	   rapide	   et	   une	  dissémination	  métastatique	  plus	  importante,	  comme	  cela	  a	  été	  fait	  dans	  d’autres	  études	  (Xiang	  et	  al.,	  2009).	  Si	  nous	  montrons	  ainsi	  que	  ces	  cellules	  jouent	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  dans	  la	  croissance	  des	  tumeurs	  4T1,	  il	  nous	  faudra	  trouver	  par	  quels	  mécanismes	  elles	  le	  font.	  Les	  fonctions	  immunosuppressives	  des	  neutrophiles/MDSCs	  seront	  donc	  analysées	  
in	   vitro	   après	   purification	   de	   ces	   cellules	   à	   partir	   des	   tumeurs	   ou	   des	   rates	   de	   souris	  portant	  une	  tumeur.	  L’expression	  et	  l’activité	  des	  enzymes	  de	  production	  des	  ROS	  et	  du	  NO,	  l’expression	  de	  l’arginase,	  la	  capacité	  à	  inhiber	  l’activation	  et	  la	  prolifération	  des	  LT	  sont	   autant	   de	   paramètres	   à	   analyser.	   Dans	   notre	   modèle	   nous	   pensons	   que	   les	  neutrophiles/MDSCs	  joueraient	  plutôt	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  indépendant	  de	  la	  réponse	  T,	  par	  modulation	  du	  microenvironnement	  tumoral.	  La	  promotion	  de	  l’angiogenèse	  et	  de	  la	  dissémination	   métastatique	   sont	   les	   deux	   mécanismes	   pro-­‐tumoraux	   les	   plus	  fréquemment	   induits	  par	  ces	  cellules.	  Nous	  quantifierons	  donc	  la	  sécrétion	  de	  facteurs	  pro-­‐angiogéniques	   et	   de	   métalloprotéases	   (notamment	   de	   la	   MMP9)	   par	   les	  neutrophiles/MDSCs.	   Nous	   pourrons	   comparer	   l’angiogenèse	   dans	   les	   tumeurs	   par	  histopathologie	  et	  réaliser	  des	  tests	  de	  migration	  en	  matrigel	  des	  cellules	  tumorales	  en	  présence	  ou	  non	  des	  neutrophiles/MDSCs.	  La	  quantification	  du	  nombre	  de	  métastases	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se	  développant	  depuis	  la	  tumeur	  primaire	  lorsque	  les	  neutrophiles/MDSCs	  sont	  injectés	  avec	   les	   cellules	   tumorales	   en	   sous-­‐cutané	   nous	   permettrait	   de	   voir	   si	   un	   effet	   pro-­‐métastatique	  existe	  in	  vivo.	  De	  nombreuses	  expériences	  peuvent	  ainsi	  être	  réalisées	  afin	  de	   comprendre	   comment	   ces	   cellules	   granulocytiques	   qui	   s’accumulent	   dans	   les	  tumeurs	  4T1	  pourraient	  participer	  à	  la	  croissance	  de	  la	  tumeur.	  	  	   Afin	   de	   finaliser	   le	   rôle	   pro-­‐tumoral	   des	   exosomes,	   il	   nous	   faudra	   comprendre	  comment	   ces	   vésicules	   sécrétés	   de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a	   participent	   à	  l’accumulation	  des	  cellules	  myéloïdes	  dans	  les	  souris	  portant	  une	  tumeur	  4T1.	  La	  mise	  au	   point	   d’un	   système	   permettant	   de	   détecter	   les	   exosomes	   produits	   par	   les	   cellules	  tumorales	  in	  vivo	  pourrait	  nous	  aider	  à	  répondre	  à	  cette	  question.	  Nous	  pourrions	  ainsi	  savoir	  si	   les	  exosomes	  peuvent	  être	   transportés	  dans	   la	  circulation	  sanguine	  et	  s’ils	  se	  localisent	   dans	   certains	   organes	   en	   particulier	   (nous	   pensons	   notamment	   à	   la	  moelle	  osseuse).	   Nous	   avons	   par	   exemple	   pensé	   à	   exprimer	   la	   protéine	   de	   fusion	   CD63-­‐GFP	  dans	   les	   cellules,	   CD63	   semblant	   être	   parmi	   les	   marqueurs	   les	   plus	   spécifiquement	  enrichis	   dans	   les	   exosomes.	   Quelques	   résultats	   préliminaires	   nous	   ont	   permis	   de	  montrer	   la	   localisation	  de	  cette	  protéine	  dans	   les	  MVBs	  et	  dans	   les	  exosomes	  produits	  par	  ces	  cellules	  (données	  non	  présentées).	  Mais	  nous	  n’avons	  pas	  obtenu	  de	  données	  in	  
vivo,	   le	   clone	  de	   cellules	   sélectionné	   étant	   rejeté	   par	   les	   souris.	   Enfin,	   nous	   voudrions	  trouver	  quelle(s)	  molécule(s)	  portée(s)	  par	   les	   exosomes	   leur	  permettraient	  d’induire	  les	  neutrophiles/MDSCs.	  Nous	  avons	  vu	  que	  le	  TGFβ	  pourrait	  être	  un	  bon	  candidat	  pour	  ce	  rôle.	  La	  prostaglandine	  E2	  (PGE2)	  en	  est	  un	  aussi	  puisque	  cette	  molécule	  est	  présente	  dans	  des	  exosomes	  de	   tumeurs	  et	  qu’elle	   leur	  permet	  d’induire	   in	  vitro	   l’accumulation	  des	  MDSCs	  (Xiang	  et	  al.,	  2009).	  Nous	  avons	  donc	  prévu	  de	  rechercher	  la	  présence	  de	  ces	  deux	  molécules	  sur	  les	  exosomes	  par	  western	  blot	  et/ou	  ELISA.	  	  	   Enfin,	  la	  suite	  du	  projet	  pourra	  s’orienter	  vers	  une	  étude	  plus	  approfondie	  du	  rôle	  des	   exosomes	   et	   des	  neutrophiles/MDSCs	  dans	   le	   cancer	  du	   sein	  humain.	  Nous	   avons	  réalisé	  une	  analyse	  de	  l’expression	  de	  RAB27A	  et	  de	  RAB27B	  au	  niveau	  transcriptomique	  dans	   des	   biopsies	   de	   cancers	   du	   sein.	   Nous	   voudrions	   par	   la	   suite	   regarder	   si	   les	  différents	  niveaux	  d’expression	  de	  RAB27A,	  qui	  corrèlent	  avec	  des	  stades	  plus	  ou	  moins	  avancés	  des	  tumeurs,	  corrèleraient	  aussi	  avec	  une	  infiltration	  plus	  ou	  moins	  importante	  de	  granulocytes	  neutrophiles.	  Nous	  voulons	  étudier	  le	  rôle	  de	  RAB27A	  dans	  la	  sécrétion	  des	   exosomes	   par	   des	   lignées	   humaines	   de	   cancer	   du	   sein	   et	   dans	   la	   croissance	   des	  tumeurs	  par	  des	  expériences	  de	  xénogreffes	  dans	  des	  souris	  immunodéficientes.	  L’effet	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des	   exosomes	   produits	   par	   ces	   lignées	   dans	   la	   promotion	   des	   neutrophiles/MDSCs	   à	  partir	   de	   la	   moelle	   osseuse	   de	   donneur	   sein	   pourrait	   être	   étudiée	   in	   vitro	   selon	   des	  protocoles	   similaires	   à	   ceux	   réalisés	   avec	   les	   exosomes	   de	   tumeurs	   murines.	   Des	  expériences	   préliminaires	   que	   nous	   avons	   réalisées	   avec	   la	   lignée	   tumorale	  MDA-­‐MB-­‐231	  (lignée	  métastatique	  n’exprimant	  pas	   les	  récepteurs	  ER	  et	  HER2)	  ne	  nous	  ont	  pas	  permis	  de	  montrer	  un	  rôle	  de	  RAB27A	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  cette	  lignée	  tumorale,	   alors	   qu’un	   retard	   de	   croissance	   des	   cellules	  MDA-­‐MB-­‐231	   n’exprimant	   par	  RAB27A	   est	   constaté	   in	   vivo.	   Ces	   résultats	   doivent	   dans	   un	   premier	   temps	   être	  confirmés,	  et	  le	  rôle	  de	  RAB27A	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  par	  d’autres	  lignées	  de	  cancer	  du	  sein	  devra	  être	  analysé	  afin	  de	  savoir	  si	  cette	  observation	  est	  particulière	  ou	  non	  à	  la	  lignée	  MDA-­‐MB-­‐231.	  Il	  faudra	  comprendre	  de	  quelle	  façon	  RAB27A	  joue	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  dans	   les	   tumeurs	  humaines	  du	   sein.	  Enfin,	  nos	  donnés	   transcriptomiques	  montrent	  une	  surexpression	  de	  RAB27B	  dans	   les	  cancers	  de	  sein	  humains,	  mais	  plutôt	  ceux	   exprimant	   soit	   le	   récepteur	   ER,	   soir	   le	   récepteur	   HER2,	   et	   correspondant	   à	   des	  tumeurs	   de	   grade	   peu	   élevé.	   Ces	   résultats	   ont	   aussi	   été	  montrés	   par	  Hendrix,	   A.	   et	  al	  (Hendrix	   et	   al.,	   2010).	   Il	   semble	  donc	  que	  RAB27B	  soit	   impliquée	  dans	   la	  progression	  tumorale,	   mais	   pas	   dans	   les	   mêmes	   types	   de	   tumeurs	   que	   RAB27A.	   Les	   travaux	   de	  Hendrix,	   A.	   et	   al	   montrent	   que	   RAB27B	   contrôle	   la	   sécrétion	   de	   Hsp90,	   qui	   permet	  l’activation	   de	   la	   métalloprotéase	   MMP2,	   augmentant	   ainsi	   la	   migration	   et	   la	  dissémination	  métastatique	  des	  cellules	  tumorales	  MCF-­‐7	  (cellules	  ER+).	  Cette	  sécrétion	  de	  Hsp90	  pourrait	  se	   faire	  de	   façon	  soluble	  ou	  via	   les	  exosomes.	  Nous	  voudrions	  ainsi	  comparer	  l’implication	  des	  deux	  isoformes	  de	  RAB27	  dans	  la	  sécrétion	  des	  exosomes	  et	  des	  facteurs	  solubles,	  et	  dans	  le	  développement	  des	  différents	  types	  de	  cancers	  du	  sein.	  	  	  
E-­‐	  Questions	  ouvertes	  
	  	   Les	  travaux	  menés	  au	  cours	  de	  cette	  thèse	  m’ont	  amenée	  à	  étudier	  divers	  aspects	  de	   la	   biologie	   cellulaire	   et	   de	   la	   biologie	   des	   tumeurs.	   Certaines	   questions	   concernant	  chacun	  des	  domaines	  que	  j’ai	  pu	  aborder	  restent	  en	  suspens.	  	   Tout	  d’abord,	  nous	  avons	  été	  amenés	  à	  nous	  poser	  la	  question	  de	  l’existence	  de	  plusieurs	   populations	   d’exosomes.	   Nous	   savons	   qu’il	   existe	   plusieurs	   populations	   de	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vésicules	  dans	   les	   culots	  d’exosomes,	  mais	   la	  question	  est	  de	   savoir	   si	   toutes	   sont	  des	  exosomes,	  et	  si	  ce	  n’est	  pas	  le	  cas,	   lesquelles	  sont	  des	  exosomes	  et	  lesquelles	  n’en	  sont	  pas.	   La	   société	   internationale	   des	   vésicules	   extracellulaires	   (ISEV)	   se	   préoccupe	  actuellement	  de	  trouver	  un	  consensus	  sur	  les	  critères	  permettant	  de	  définir	  les	  vésicules	  qui	  peuvent	  être	  appelées	  «	  exosomes	  »	  parmi	  les	  différentes	  vésicules	  extracellulaires.	  Se	   pose	   aussi	   la	   question	   du	   mécanisme	   exact,	   encore	   inconnu,	   de	   la	   biogenèse	   des	  exosomes	  et	  du	  recrutement	  des	  protéines	  et	  des	  ARN	  qu’ils	  transportent.	  Les	  rôles	  physiologiques	   joués	  par	   les	  exosomes	  sécrétés	   in	  vivo	  doivent	  encore	  être	  approfondis	  chez	  la	  souris	  et	  chez	  l’Homme.	  Nous	  avons	  montré	  que	  les	  exosomes	  sécrétés	   de	   façon	   dépendante	   de	  Rab27a	   participaient,	   dans	   un	  modèle	   de	   carcinome	  mammaire	  murin,	  à	   la	  modulation	  de	   la	  réponse	   immunitaire	   tumorale,	  bien	  que	  nous	  n’ayons	  pas	  montré	  par	  quel	  mécanisme	  moléculaire	  ils	  le	  font.	  Nous	  avons	  aussi	  vu	  que	  ce	  rôle	  des	  exosomes	  n’était	  pas	  généralisable	  à	  toutes	  les	  tumeurs.	  La	  participation	  des	  exosomes	   sécrétés	   in	   vivo	   à	   la	   croissance	   tumorale	   reste	   donc	   encore	   une	   question	  ouverte	   aujourd’hui	   et	   d’autres	   travaux	   seront	   nécessaires	   pour	   mieux	   comprendre	  l’ensemble	  des	   fonctions	  qu’ils	  peuvent	   jouer,	  et	  dans	  quelles	  conditions	   ils	  sont	  ou	  ne	  sont	   pas	   essentiels	   à	   la	   croissance	   tumorale.	   Des	   études	   avec	   des	   modèles	   humains	  devront	  compléter	  ces	  recherches	  afin	  de	  savoir	  si	  les	  résultats	  des	  modèles	  murins	  sont	  transposables	  chez	  l’Homme,	  	  dans	  le	  but	  éventuellement	  d’imaginer	  des	  stratégies	  pour	  bloquer	  les	  messages	  pro-­‐tumoraux	  transportés	  par	  ces	  microvésicules.	  	  Au	   cours	   de	   notre	   étude,	   nous	   ne	   nous	   sommes	   intéressés	   qu’aux	   exosomes	  produits	   par	   les	   cellules	   tumorales,	  mais	   les	   fonctions	   des	   exosomes	   produits	   par	   les	  autres	  cellules	  du	  microenvironnement	  tumoral	  doivent	  elles	  être	  étudiées.	  De	  plus,	  les	  rôles	  que	  jouent	  les	  exosomes	  produits	  in	  vivo	  dans	  de	  nombreux	  autres	  domaines	  que	  la	   cancérologie	  restent	   à	   découvrir	   :	   immunologie	   (autre	   que	   tumorale	  :	   virale,	   auto-­‐immunité,	   transplantation	   par	   exemple),	   neurologie,	   reproduction,	   dissémination	  d’agents	  pathogènes,	  parmi	  d’autres.	  Des	  souris	  dont	  l’expression	  de	  Rab27a	  pourra	  être	  inhibée	   de	   façon	   conditionnelle	   dans	   le	   temps	   et	   dans	   certains	   tissus	   spécifiquement	  sont	  en	   train	  d’être	  générées	  dans	   le	   laboratoire.	  Elles	  permettront	   très	  probablement	  de	  répondre	  à	  un	  certain	  nombre	  de	  questions	  concernant	  le	  rôle	  des	  exosomes,	  sécrétés	  de	   façon	   dépendante	   de	   Rab27a,	   tout	   en	   gardant	   à	   l’esprit	   que	   les	   autres	   voies	   de	  sécrétion	  devront	  être	  contrôlées	  pour	  chaque	  type	  cellulaire	  qui	  sera	  étudié.	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En	   conclusion,	   les	   exosomes	   sont	   des	   vésicules	  membranaires	   qui	   suscitent	   un	  engouement	  croissant	  de	  la	  part	  des	  scientifiques	  et	  des	  industriels,	  comme	  le	  montre	  le	  nombre	   de	   publications	   qui	   ne	   cesse	   d’augmenter	   depuis	   le	   milieu	   des	   années	   2000.	  Cependant,	   l’hétérogénéité	   des	   vésicules	   produites	   va	   obliger	   la	   communauté	   à	  approfondir	  la	  caractérisation	  de	  celles-­‐ci	  afin	  de	  définir	  plus	  précisément	  les	  exosomes	  et	   les	   différentes	   vésicules	   extracellulaires.	   Comme	   nous	   l’avons	   vu,	   étudier	   le	   rôle	  physiologique	   des	   exosomes	   produits	   in	   vivo	   n’est	   pas	   aisé,	   puisque	   des	   outils	  permettant	  de	  moduler	  spécifiquement	  leur	  sécrétion	  manquent.	  Les	  recherches	  sur	  la	  biogenèse	  des	  exosomes	  doivent	  donc	  continuer	  afin	  de	  trouver	  de	  nouveaux	  outils.	  En	  attendant,	  inhiber	  Rab27a	  reste	  un	  bon	  moyen	  d’appréhender	  la	  fonction	  des	  exosomes,	  à	   condition	   d’effectuer	   les	   contrôles	   nécessaires.	   Une	   bonne	   caractérisation	   à	   la	   fois	  biochimique	   et	   fonctionnelle	   des	   exosomes	   est	   importante	   pour	   la	   mise	   en	   place	   de	  thérapies,	   notamment	   anti-­‐tumorales,	   qui	   impliqueraient	   les	   exosomes.	   Des	   essais	  cliniques	   ont	   été	   réalisés	   par	   administration	   d’exosomes	   de	   cellules	   dendritiques	  chargés	   avec	   des	   peptides	   d’antigènes	   tumoraux	   dans	   le	   but	   d’induire	   une	   réponse	  immunitaire	   anti-­‐tumorale.	   Un	   essai	   clinique	   de	   phase	   II	   est	   actuellement	   en	   cours	  (Institut	  Gustave	  Roussy,	  Villejuif)	  dans	   lequel	  des	  exosomes	  de	  DC	  activées	  par	   l’IFNγ	  sont	  utilisés	  conjointement	  avec	  un	  traitement	  inhibiteur	  les	  LT	  régulateurs.	  In	  vitro,	  les	  exosomes	  produits	  par	   les	   tumeurs	  peuvent	   jouer	  un	  rôle	  pro-­‐tumoral	  de	  nombreuses	  façons,	   et	   in	   vivo,	   nous	   confirmons	   leur	   capacité	   à	   promouvoir	   le	   développement	  tumoral	   dans	   certains	   modèles.	   Des	   thérapies	   anti-­‐cancéreuses	   visant	   à	   inhiber	   leur	  sécrétion	  par	  les	  cellules	  tumorales,	  à	  interférer	  avec	  les	  molécules	  pro-­‐tumorales	  qu’ils	  transportent	  ou	  encore	  à	  empêcher	   leur	   interaction	  avec	   les	   cellules	   cibles	  pourraient	  être	  envisagées.	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